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Untersuchungen iiber das Vorkommen yon Jod in der Natur. 


XI. Mitteilung: 


Zur Geochemie des Jods. TI. 


Von 


Th. von Fellenberg. 


(Aus dem Laboratorium des eidgenédssischen Gesundheitsamtes Bern.) 


(Eingegangen am 14. Mai 1927.) 


Nachdem in einer friiheren Mitteilung’) der lithophile Charakter 
des Jods sichergestellt worden war, wurde auf Veranlassung von Herrn 
Prof. Dr. V. M. Goldschmidt in Oslo untersucht, ob sich auch chalkophile ; 
und siderophile Eigenschaften dieses Elements nachweisen lieBen, 
d.h. ob das Jod bei der Phasentrennung, welche der urspriinglich 
gasférmige oder schmelzfliissige Erdball bei der Abkithlung durch- 
machte, auBer in den SilikatschmelzflvB auch in den SulfidschmelzfluB 
und in den Metallschmelzflu8 eingegangen sei. ‘ 

Die erstere Frage lieB sich direkt priifen durch Untersuchung magma- 
Die zweite Frage muBte durch Untersuchung von 
Meteoreisen entschieden werden, da tellurisches Eisen uns nicht zur 


tischer Sulfide. 


Verfiigung stand. 


Die magmatischen Sulfide und die Meteoreisenproben von Carriza- 
tillo, Morradalen, Savik und Canon Diablo wurden mir in zuvor- 
kommender Weise durch Herrn Prof. Dr. V. M. Goldschmidt zur Ver- 
Einen Eisenmeteoriten von Toluca verdanke ich 
Herrn Prof. Dr. Hugi, einen weiteren von Rafriitti im Emmental Herrn 
Dr. Ed.Gerber. Sie stammen aus der Sammlung des mineralogisch- 
petrographischen Instituts der Universitat Bern und aus dem natur- 
historischen Museum in Bern. 

Es wurden ferner ein gemischter Meteorit von Bomba und zwei 
Steinmeteoriten, von Ergheo, Amana, Somaliland, Fallzeit Juli 1889, 


fiigung gestellt?). 


1) Th. von Fellenberg und Gulbrand Lunde, Beitrag zur Geochemie des 
Diese Zeitschr. 175, 162, 1926. 
2) Dies Material ist Herrn Prof. Dr. Goldschmidt von Prof. Dr. O. B. 
Béggild, Kopenhagen, fiir geochemische Zwecke anvertraut worden. 
Biochemische Zeitschrift Band 187. l 
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und von Mocs in Siebenbiirgen, Fallzeit 3. Februar 1882, untersuc))t 
welche ich von dem Mineraliengeschaft C. Infanger in Fliielen bezogen 
habe. 

Magmatische Sulfide. 

Die Erze lagen in groBen Stiicken bis zu 900 g Gewicht vor. [as 
zur Untersuchung verwendete Material wurde aus dem Innern ent. 
nommen. 

Die Untersuchung geschah wie bei den Silikaten durch AufschlieBen 
des fein gebeutelten Minerals mit der dreifachen Menge Kaliumhydroxyd 
wobei daneben blinde Versuche mit den verwendeten Reagenzien 
angestellt wurden. Man fand die in Tabelle I als Milligramm im Kilo. 
gramm wiedergegebenen Werte. 


Tabelle I. 


Jodgehalte magmatischer Sulfide. 





Mineral Fundort mg J im kg 
Schwefelkies-Kupferkies-Erz . . Sulitjelma, nérdl. Norwegen 0,35 
Magnetkies, mit Eisen-Nickelkies 

und Kupferkies, silikathaltig . Askim, Ostfold, siidistl. Norwegen 0,20 
Magnetkies aus Feldspatbruch 
(Granit-Pegmatit)...... Isesji, Ostfold 0,15 


Jod lieB sich also iiberall nachweisen, wenn schon in allen drei 
Fallen in nur geringer Menge. Jod hat somit auch chalkophilen Charakter 
Der Jodgehalt in den magmatischen Sulfiden ist ahnlich, wie in den 
Silikaten. Jedenfalls ist Jod in den untersuchten Sulfiden nicht in 
auffalliger Weise angereichert, verglichen mit gewéhnlichen, gesteins- 
bildenden Silikaten. 

Ich priifte auch stets auf Brom. Dies Halogen konnte in keinem 
Falle mit Sicherheit nachgewiesen werden. Es mu8 aber daran er- 
innert werden, daB der Bromnachweis weniger empfindlich ist als der. 
jenige des Jods. 

Meteorite. 

Die Eisenmeteoriten lagen meist in Form von Feil-, Dreh- oder 
Bohrspinen vor. Der Meteorit von Toluca hingegen stand in einem 
72g schweren, nicht bearbeiteten Stiicke zur Verfiigung, und die 
oxydierte Kruste des Meteoriten vom Canon Diablo in drei Stiicken 
von 10 bis 29 g. 

Die bei den Eisenmeteoriten verfolgte Methodik war folgende. 

In einzelnen Fallen wurde das Material vorerst mit Ather aus. 
gezogen, um eventuell anhaftendes Bohrél zu entfernen. Das war 
besonders bei dem Meteoriten von Kap York notwendig, weil hier ein 
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Vorkommen von Jod in der Natur. XI. 3 


praunliches, unreines Ol verwendet worden war. Die entélten oder 
nicht entélten Proben wurden mit Wasser ausgekocht, um Spuren 
von Jod, die eventuell von auBen hatten dazu gelangt sein kénnen, zu 
entfernen. In einzelnen Fallen kochte man die Spine auch mit ver- 
dinnter Pottaschelésung aus, ohne daB das Resultat dadurch geandert 
worden ware. 

Die in der geschilderten Weise vorbehandelten Spine wurden in 
Mengen von meist 2 bis 5g in geréumigen Reagenzglisern oder in 
Kolben mit jodfreier HC] (1: 1) in geringem UberschuB versetzt (7 com 
Siure pro Gramm Eisen) und unter zeitweisem, ganz leichtem Er- 
wirmen bei aufgesetztem Birnenkiihler aufgelést. Meist dauerte das 
bis zum nachsten Tage. Dann wurde von dem Unléslichen (haupt- 
sachlich Kohlenstoff) abzentrifugiert, die Fliissigkeit abgegossen, der 
Riickstand unter Zentrifugieren nachgewaschen und die Lésung in 
einem 400-ccm-Kolben mit iiberschiissiger Pottaschelésung versetzt 
und zum Sieden erhitzt. Dabei muB groBe Sorgfalt angewendet werden, 
da das zuerst ausgefallte Ferrocarbonat in der Hitze plétzlich CO, 
ibgibt und dadurch leicht ein Uberschéumen der Fliissigkeit ver- 
inlaBt. Man dampft nun weitgehend ein, so daB die Fliissigkeit gerade 
infingt, schwer zu flieBen, extrahiert mit Alkohol und verfahrt weiter 
wie bei den Gesteinen. 

Der in Salzséure unlésliche Anteil wurde in einzelnen Fallen durch 
vorsichtige Behandlung mit einigen Tropfen Salpeterséure oder Kénigs- 
wasser in Lésung gebracht und nach dem Alkalischmachen mit Alkohol 
vusgezogen; meist erhitzte man ihn in einer Schale unter Pottasche- 
zusatz und extrahierte mit Alkohol. Den Alkoholauszug fiigte man 
im einen wie im anderen Falle zu dem durch Behandlung der Salz- 
siurelésung erhaltenen Alkoholauszug. 

Bei dem Meteoriten vom Canon Diablo muBte anders vorgegangen 
werden. Das Material bestand hier durch und durch aus Eisenoxyden, 
entstanden durch Verbrennen der auBeren Schicht des Meteoriten beim 
Durchfliegen der Atmosphare. Es war in kalter Salzsiure so gut wie 
unléslich. Man pulverte und beutelte es daher und ging in gleicher 
Weise vor, wie bei den magmatischen Sulfiden. 

Der Meteorit von Bomba bestand aus einer Silikatkugel, welche 
in Eisen eingebettet war. Zwischen die beiden Phasen war eine schmale 
Zone von Troilit (FeS) eingeschoben. Man trennte die drei Bestandteile, 
indem man das Stiick zerschlug, das Eisen herauslas und aus dem 
Pulver den Troilit mit einem Magneten herauszog. Die Bestimmung 
wurde im Silikatanteil und im Eisen besonders ausgefiihrt; die Troilit- 
menge reichte zu einer Bestimmung leider nicht aus. 

Die beiden Steinmeteoriten wurden wie die Eisenmeteoriten 
zuerst mit Ather gewaschen und kurz mit Wasser gekocht, um eventuelle 
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auBerliche Verunreinigungen zu entfernen. Der Meteorit von Ergheo 
besteht hauptsichlich aus Olivin und Pyroxen, mit kleinen Menyen 
Troilit und Nickeleisen (0,6°,). Er lag in einem 6,2 g schweren Bru: 
stiick aus dem Innern des Steines vor. Das Material war an einze oo n 
Stellen ganz leicht angerostet; weitgehend durch die Atmospharilien 
verindert war es keinesfalls, denn man sah da und dort Eisenpartikelehen 
an der Oberflache. Der Stein war sehr hart; er ritzte Glas. Man unter. 
suchte den Silikatanteil und den mit dem Magneten ausziehbaren 
Anteil (Troilit und Eisen) besonders. 

Der Meteorit von Moes, ein unverletztes Individuum mit Schmelz. 
kruste, wog 15,4 g. Anzeichen duBerlicher Verwitterung waren nicht 
vorhanden. Es handelt sich um einen Chondriten mit 7,9°%, Nickel. 
eisen. Zur gesonderten Untersuchung des Eisens reichte das Material 
leider nicht aus. 

Bei den Steinmeteoriten ging man so vor, daB man das gepulverte 
Material zuerst mit der doppelten Menge konzentrierter Salzsiure 
(Merck) im bedeckten Reagenzglas iiber Nacht stehen lieB, wobei 
bereits eine weitgehende Zersetzung vor sich ging. Dann wird die 
Lésung durch Zentrifugieren und Auswaschen abgetrennt, der Riick. 
stand mit Pottasche schwach gegliiht und zum SchluB noch mit KOH 
aufgeschlossen. Aus jeder einzelnen Fraktion gewinnt man in geeigneter 
Weise einen Alkoholauszug, der zur Jodbestimmung dient. Die beiden 
ersten Ausziige wurden jeweils vereinigt, der dritte besonders ver- 
arbeitet. 

Unsere Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle II. 
Jodgehalte von Meteoriten. 





Nr. Fundort mg J im kg mg Br im kg 


a) Eisenmeteoriten. 
0.30 0 


1 Carrizatillo “a slg? Sr gE gt ere er 
2 Ee eee a ee , 0,40 0 
3 Savik, Kap York- Distrikt, ite tena ‘ 0,14 0 
4 Rafriitti, Emmental .... . : 0,90 0 
5 Toluca, Mexiko .. ‘ 1,50 5 
6 Cation Diablo, Colorado, ‘oxydierte Kruste . 0,48 2 
b) Gemischter Meteorit. 
7 | ee 015 24 
Eee ee eee 1,05 18 
c) Steinmeteoriten. 

8 Ergheo, Amana, Somaliland, Troilit-Eisen- 
Ne ae R 0.70 20 
Ergheo, Amana, Somaliland, Silikatanteil 1,24 os 
sae et a 1,80 20 


9 Moes, Siebenbiirgen 


un 


Ele 


Vo! 
gef 
als 

ger 
wel 
Mit 


des 


zur 
zu 

Das 
Cha 
vom 
vom 


yon 
steh 
Teile 
mit . 
ein . 
Teil 
ein | 
1400 


ibges 
bearl 
mégl 
ius 
wiede 
mit \ 
gram) 

] 
einan 
weil 
velege 
durch 
aber 
oxvdi 
aber € 





en 


en 
en 
eT- 
en 
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Jod ist somit in allen vorliegenden Eisenmeteoriten vorhanden, 
und zwar in wechselnden Mengen. Jod muB also auch als siderophiles 
Element bezeichnet werden. 

Auch in den Steinmeteoriten ist Jod vorhanden. Bei dem Meteroit 
yon Bomba ist es in gréBerer Menge im Silikatanteil als im Metallanteil 
gefunden worden, was dafiir spricht, daB Jod in héherem Grade lithophil 
als siderophil ist. Das Material dieses Meteoriten lag nun zwar in so 
geringer Menge vor, daB beide Bestimmungen nur einmal vorgenommen 
werden konnten und somit nicht ganz sicher sind. In der iibernaichsten 
Mitteilung wird jedoch der starker lithophile als siderophile Charakter 
des Jods weiter bestatigt werden. 

Der Meteorit von Ergheo zeigt das Verhaltnis des chalkophilen 
zum lithophilen Charakter des Jods, denn der Troilit-Eisenanteil besteht 
m 94°, aus Eisensulfid und nur zu 0,6°, aus metallischem Eisen. 
Das Resultat deutet auf einen stirkeren lithophilen als chalkophilen 
Charakter des untersuchten Elements. Nun konnte leider auch hier 
vom Troilit-Eisenanteil nur eine Bestimmung gemacht werden, wahrend 
vom Silikatanteil zwei gut tibereinstimmende Doppelanalysen vorliegen. 

Den héchsten Jodgehalt bei den Eisenmeteoriten zeigte das Eisen 
von Toluca. Die angegebene Zah] ist ein Mittelwert. Das zur Verfiigung 
stehende Stiick war auBerlich stark oxydiert und zeigte in seinem oberen 
Teile Risse, die alle nach einer Richtung verliefen. Nachdem das Stiick 
mit Ather gewaschen und mit Wasser griindlich ausgekocht war, wurde 
ein Bohrloch senkrecht zur Richtung der Risse angelegt. Der obere 
Teil der Bohrung lieferte ein mit Eisenoxyd verunreinigtes, der untere 
ein blankes Material. Ich fand im oxydierten Teile 1100, im blanken 
1400» im Kilogramm. 

Um den Wert nachzukontrollieren, wurde nun ein Stiick Eisen 
ibgesigt, von allen Seiten mit der Feile und mit Schmirgelpapier 
bearbeitet und mit Salzsiure behandelt, um das anhaftende Oxyd 
méglichst zu entfernen. Beim Zerkleinern mit der Zange entstanden 
us dem anscheinend blanken Material kleine Spaltstiicke, welche 
wieder einen feinen Oxydiiberzug zeigten. Das Material wurde erneut 
mit Wasser ausgekocht und analysiert. Man fand 1500 y Jod im Kilo- 
gramm, also praktisch denselben Wert wie in den Bohrspanen. 

Dieser Vergleich der verschiedenen Partien des Meteoriten mit- 
einander, der oxydierten und der blanken, wurde deshalb vorgenommen, 
weil man bei einem anoxydierten, vielleicht lange Zeit in der Erde 
gelegenen Material an eine nachtrigliche Jodaufnahme, etwa aus 
durchflieBendem Wasser, denken kénnte. Unsere Zahlen sprechen 
‘ber durchaus nicht fiir eine derartige Annahme; sonst miiBten die 
oxydierten Teile jodreicher sein, als die blanken. In Wirklichkeit ist 
aber eher das Gegenteil der Fall. 
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Die oxydierte Kruste vom Eisenmeteoriten vom Canon Diahlo 
diente ebenfalls zu einer ganzen Reihe von Bestimmungen, die unter 
sich ziemlich stark differierten. 

Die drei zur Verfiigung stehenden Stiicke wurden zuerst mit 
Wasser ausgekocht und im wiasserigen Auszug Jod bestimmt. Dann 
wurden dreimal je 2 g mit der Zange abgebrochen, gepulvert und unter. 
sucht. Man erhielt folgende Werte in y ausgedriickt (1 y = 0,001 mg) 


Tabelle I11. 


Vergleichsbestimmungen in der oxydierten Kruste des Meteoriten von 
Canon Diablo. 





Ps i Durchs 
Ne, Gewicht pigeon tym g 1. Probe, in 2g 2. Probe, in 2g 3. Probe, in 2g schnit: (. 
b in 2g 





g y J y Be y J y Br yJ y Br, 7J y Br y J 

1 99.0 0.9 0 09 0 05 0 1.4 — 0.93 

2 28,4 0 0 0,6 5 1,5 0 0.8 _ 0.97 
3 101 9 Ot 0 07 | 4 10 3 11 | — | 0,98 = 
nw 
Diese Zahlen zeigen uns, daB das Jod hier offenbar nicht ganz ind 
gleichmaBig verteilt ist. Eine noch gréBere UnregelmaBigkeit zeigen wal 
die Bromgehalte, wobei aber zu bemerken ist, daB weniger als 3 y Brom §  gef 
kaum sicher nachzuweisen war. hal 

In den vier ersten Eisenmeteoriten konnte Brom nicht siche: 
festgestellt werden, wohl aber fand man es in geringer Menge im Eisen Fra 
von Toluca und, wie soeben gezeigt, in der oxydierten Kruste des J vor 
Eisenmeteoriten vom Canon Diablo. VerhaltnismaBig bedeutend das 


Mengen dieses Elements konriten in dem gemischten Meteoriten und eine 
. 7 . ‘ : . : . . 
besonders in den beiden Steinmeteoriten nachgewiesen werden. Es & sein 


findet sich sowohl im Silikat- als auch im Metall- bzw. Troilitmetal!. § ver 
anteil. Wegen der Miangel der Brombestimmungsmethode sind diese J als 
Zahlen nur als approximativ aufzufassen. jer 
zu 

Zusammenfassung. teil 


Magmatische Sulfide, sowie Eisenmeteorite und Steinmeteorit: 


enthalten Jod. Dieses Element hat somit neben seinen bereits bekannten § ™ ' 
lithophilen auch chalkophile und siderophile Eigenschaften im Sinn des 
V. M.Goldschmidis. Der lithophile Charakter des Jods scheint gegen. werl 
iiber dem chalkophilen und siderophilen vorzuherrschen. Inge 
Brom ist ebenfalls in einzelnen Meteoriten, und zwar in Eisen- und § “"* 

in Steinmeteoriten, wie auch im Eisensulfidanteil eines Meteoriten ; 
gete 


festgestellt worden. In bezug auf das Mengenverhiltnis der beiden 
Halogene zueinander lieB sich einstweilen keine RegelmaBigkeit fest. 
stellen. 
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Uber den Jodgehalt von industriell gewonnenem Eisen. | 


Von 
Th. von Fellenberg und Gulbrand Lunde. 


(Aus dem Laboratorium des eidgenédssischen Gesundheitsamtes Bern.) 


(Eingegangen am 14. Mai 1927.) 


Da, wie in der vorhergehenden Mitteilung berichtet worden ist, in 
einer Reihe von Eisenmeteoriten Jod gefunden worden war, sollte 
nun untersucht werden, ob Jod auch ein standiger Begleiter des 
industriell gewonnenen Eisens sei. Es war dies einigermaBen zu er- 
warten, da ja auch in Eisenerzen, soweit bisher untersucht, stets Jod 
gefunden wurde!) und da auch die Brennmaterialien stets Jod ent- 
halten?). 

Wenn wirklich Jod im metallischen Eisen war, so trat die weitere 
Frage in den Vordergrund: In welcher Form ist das Jod im Eisen 
vorhanden? Man konnte sich denken, daB entweder Ferrojodid oder 
das Jodid eines anderen Metalles, vielleicht auch die Jodverbindung 
eines Nichtmetalles in kleiner Menge im Eisen léslich sei und sich yemaB 
seiner Léslichkeit in den beiden Phasen, im Eisen und in der Schlacke, 
verteile. Sollte es sich um die Jodverbindung eines anderen Metalles 
als Eisen oder um diejenige eines Nichtmetalles handeln, so ware 
je nach der Zusammensetzung des Eisens ein verschiedener Jodgehalt 
zu erwarten, welcher sich in der Menge des fraglichen Nebenbestand- 
teiles abspiegeln sollte. 

Die Materialien fiir diese und die folgende Arbeit wurden uns 
in zguvorkommender Weise zur Verfiigung gestellt von den Ateliers 
des Charmilles 8. A. in Genf und von den Ludw. von Roll: chen Eisen- 
werken in Gerlafingen und in Choindez, wofiir wir den Herren 
Ingenieur A. Lamartine, Dr. H. Biinzli und Direktor H. von Anacker 
unseren besten Dank aussprechen. 

Unsere Untersuchungen fielen zeitlich mitten in die oben mit- 
geteilten Untersuchungen iiber den Jodgehalt von Meteoriten hinein. 


!) Siehe diese Zeitschr. 152, 160, 1924. 
2) Siehe ebendaselbst 139, 437, 1923. 
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Wir begniigten uns aber nicht, die dort angewandte Methodik ohne 
weiteres anzuwenden, sondern wir suchten sie noch naher zu prazisieren 
und eventuelle Fehlerméglichkeiten auszuschalten. 

Da sich manche Eisensorten recht schwer in Saure lésen, konnte 
man hier meist nicht gut mit einer kalten Auflésung oder mit ganz 
leichtem Erwarmen auskommen, sondern man muBte das Material mit 
Saure kochen. Um dabei Jodverluste zu vermeiden, benutzten wir 
den Methoxylbestimmungsapparat von H. Decker+), welcher im unteren 
Teile des Kiihlmantels zwei Kugeln und dariiber als Vorlagen zwei 
Glocken enthalt. Wir beschickten sie mit verdiinnter Pottaschelésung. 

In den beiden Kugeln kondensierten sich die Dampfe ; der gebildete 
Wasserstoff hingegen wurde in den beiden Glocken durch die Pottasche 
gewaschen und so eventuell mitgerissenes Jod zuriickgehalten. 

Wir verwendeten zur Auflésung bald Schwefelsiure, bald Salz- 
siure. Die Schwefelsaure wurde, um sie méglichst von Jod zu befreien, 
einige Zeit gekocht ; die Salzsiure reinigten wir nach friiher angegebenem 
Verfahren”). Selbstverstandlich wurde durch Blindversuche der Jod- 
gehalt der Reagenzien bestimmt und in Rechnung gezogen. 

Vorerst machten wir einige Vorversuche mit Zusatz gréBerer 
Jodmengen in Form von KJ, um uns genau Rechenschaft dariiber 
zu geben, an welcher Stelle, in welchen Fraktionen das Jod bei der 
Aufarbeitung zu finden sei. Wir hofften, dadurch vielleicht zu einer 
Methodik zu gelangen, bei welcher prinzipiell weniger Reagenzien ver- 
wendet werden miiBten. Es kam uns also bei diesen Vorversuchen 
hauptsachlich auf das Studium der Verteilung des Jods im Laufe der 
Analyze an. 

Der erste Versuch sollte zeigen, ob die bisher stets angewandte 
alkalische Alkoholextraktion nicht durch eine saure Extraktion ersetzt 
werden kénnte. 


1. Versuch. 


2g Stahlspine wurden mit 100 y Jod in Form von KJ mit 8 cem 
Wasser und mit 2 ccm konzentrierter Schwefelséure versetzt und unter 
leichtem Sieden im Methoxylbestimmungsapparat aufgelést. In die 
Glockenvorlagen wurden 15 ccm Wasser und 0,2 cem gesittigte Pott- 
aschelésung gebracht. Die Auflésung dauerte 20 bis 30 Minuten. 

Man lieB vollstandig abkiihlen, wobei noch das Ferrosulfat gréBten- 
teils ausschied, kochte den Salzbrei dreimal mit je 60 cem 95 °%, Alkohol 
auf und goB ab. Jede Alkoholfraktion wurde besonders auf Jod unter- 
sucht, indem man sie alkalisch machte, den Alkohol abdestillierte und 
den Riickstand auf bekannte Weise weiter verarbeitete. 


1) Ber. 36, 2895, 1903. 
2) Diese Zeitschr. 175, 165, 1926. 
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Nun machte man den mit Alkohol extrahierten Salzriickstand mit 
Pottasche schwach alkalisch und extrahierte wiederum dreimal mit 
i cem Alkohol. Die an den Glaswandungen anhaftenden Salzkrusten 
wurden durch diese Behandlung nicht vollstandig zersetzt. 

Nun wurde der Riickstand mit Wasser gekocht, um die Salzkrusten 
vollig zu lésen, und unter Zusatz von noch etwas Pottasche zu Brei 
eingedampft und wieder mit Alkohol extrahiert. Man fand folgende 
Werte: 


In den Glockenkiihlern vorgelegte Pottasche . 2,2 y J 
I. saure Extraktion. ........... MOyd 
i. ns - ee Se eee a ee 

* oe ee a ee | 
I. alkalische Extraktion ......... 31dyJd 
II. os = fee escn ts es > SOS 

Il. % " ss & ein oe | 

Alkalische Extraktion nach Auflésung der 
lotatem Salskvustem .... 2. ss ccc « 1669 J 

Summe ... . 79,6» J 


Der Versuch zeigt uns, daB keine nennenswerten Jodmengen mit 
dem entweichenden Wasserstoff tiber die beiden Kihlkugeln hinaus 
in die Vorlagen gelangen. Somit ist die Gefahr, daB Jodwasserstoffsiure 
ohne absorbiert zu werden durch die Vorlagen streicht, nicht vorhanden. 

Im weiteren sehen wir, daB auffallenderweise die schwefelsaure 
Lésung bzw. der Brei von Ferrosulfat nur wenig Jod an den Alkohol 
abgibt. Die alkalische Reaktion ist also notwendig; aber auch sie geniigt 
nicht, wenn nicht alle Kristalle vorher in Lésung gebracht worden sind. 
Unser Gseamtresultat ist mit etwa 80°, etwas niedrig. Vorgreifend 
méchten wir bemerken, daB ein Teil des Jods in der Kohle des Eisens 
steckte und durch die hier vorgenommenen Manipulationen nicht 
vollstandig herausgebracht wurde (s. 4., 6. und 7. Versuch). 


2. Versuch. 

Man machte nun einen ahniichen Versuch mit reinem Ferrosulfat. 
10g Eisenvitriol wurden mit 100 y Jod in Form von KJ versetzt, in 
15 cem Wasser unter Zusatz von 0,5 ccm Schwefelsiure unter Erwarmen 
gelist und mit 100 cem 95°, Alkohol gefiillt. Man filtrierte, wusch die 
Kristalle mit Alkohol nach und fand im alkoholischen Auszug 92 y Jod. 

Wir haben also das merkwiirdige Resultat, dab das Jod aus dem 
reinen Ferrosulfat in saurer Lésung mit Alkohol gut ausziehbar ist, 
wahrend dies bei dem durch Auflésung der Stahlspine gewonnenen 
Ferrosulfat nur zum geringen Teile der Fall ist. Immerhin waren beim 
ersten Versuch die Verhiltnisse insofern etwas anders, als dort der 
nach der Auflésung in Saure erhaltene Kristallbrei, ohne die Kristalle 
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volistandig zu lésen, direkt mit Alkohol extrahiert worden war. Bei 
zweiten Versuch hingegen war eine Lésung von Ferrosulfat mit Alkol.| 
gefallt worden. 

3. Versuch. 

Man wiederholte die Auflésung von 2 g Stahlspanen in der beim 
1. Versuch angegebenen Weise mit demselben Jodidzusatz, fiigte Wasser 
hinzu, bis sich die Kristalle in der Warme lésten, und fallte das Sulfat 
wieder mit 100 ccm Alkohol aus. Man fand diesmal in der Alkohol- 
lésung 8,3, im Riickstand nach der alkalischen Aufarbeitung 73, im 
ganzen 81.3 y Jod. 

Das unterschiedliche Verhalten des reinen Ferrosulfats und der 
Stahlspane wird dadurch bestatigt. Das Jod scheint demnach in saurer 
Lésung gréBtenteils an gewisse Nebenbestandteile des Eisens gebunden 
zu sein, aus welchen es nicht an den Alkohol abgegeben wird. 


4. Versuch. 

Man priifte nun, ob etwa der in Saure unlésliche Teil — wir wollen 
ihn als Kohle bezeichnen — erhebliche Mengen Jod enthalte. Bei 
einem im iibrigen gleich wie vorhin durchgefiihrten Versuch wurde 
das mit Alkohol ausgefillte Ferrosulfat in Wasser gelést und filtriert 
Die zuriickbleibende Kohle ergab nach vorsichtigem Verbrennen mit 
Pottasche 43,5 y Jod. Somit sind es vorziiglich die in Saure unldéslichen 
Bestandteile, welche wahrend der Lésung das Jod aufnehmen und 
festhalten, so daB es nur durch alkalische Behandiung oder gar erst 
nach dem Verbrennen abgegeben «wird. 

Man priifte nun in den nachsten Versuchen, ob und wieweit sich 
das Jod mit Saéure abdestillieren lasse. 


5. Versuch. 

Zunachst wurden 2 g Stahlspaine mit dem iiblichen Jodzusatz und 
der iiblichen Menge Schwefelsiure und Wasser im Methoxylapparat 
ohne zu kihlen erhitzt. so daB die Dampfe in die Vorlage gegen ver- 
diinnte Pottaschelésung (0.3ccm_ gesattigte Pottaschelésung und 
15cem Wasser) hinaufdestillierten. Nach einiger Zeit wurde unter- 
brochen, 10 cem Wasser zugesetzt und nochmals gegen neue Pottasche 
destilliert. Man fand in den vereinigten Destillaten 22.8 y Jod. 


6. Versuch. 


Der nachste Versuch wurde in einem Fraktionierkélbchen unter 
Durchleiten von CO, ausgefiihrt. Um ein griindlicheres Abdestillieren 
zu erméglichen, wurde diesmal nur 1g Stahlspine genommen; die 
iibrigen Zusitze blieben dieselben wie bisher. Man erhitzte langere Zeit 
ganz schwach mit einem Mikrobrenner, damit sich das Eisen léste 
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bevor wesentliche Flissigkeitsmengen iiberdestilliert waren. Das 
Destillat wurde wieder in verdiinnte Pottaschelésung eingeleitet. Als 
die Fliissigkeit sich zu sehr konzentriert hatte, setzte man 10 ccm 
Wasser zu, destillierte wieder ab und wiederholte dies nochmals. In 
den vereinigten Destillaten fand man 3,1 y Jod. 

Der im Fraktionierkolben verbliebene Riickstand wurde in Wasser 
gelést und filtriert. Das Filtrat enthielt 7,7 y Jod. Der in Saéure un- 
lisliche Riickstand (Kohle) gab beim Erwarmen mit Pottaschelésung 
an diese 64 y Jod ab; nach dem Verbrennen erhielt man noch weitere 
12.2y. Die gesamte Ausbeute betrug bei diesem Versuch 87%. 

Es ist auffallend, daB wir bei dem 5. Versuch 22,8 y Jod im Destillat 
gefunden hatten, bei dem 6. Versuch aber nur 3,l y. Das laBt sich 
folgendermaBen erkliren. Am Anfang haben wir das Jod als fliichtige 
Jodwasserstoffsiure in Lésung. Je mehr die Auflésung des Eisens 
fortschreitet, um so mehr Kohle wird abgeschieden und nimmt das 
Jod in irgend einer Weise auf. Bei dem 5. Versuch wurde von Anfang 
an ziemlich stark gekocht; da konnte also ein erheblicher Teil der 
Jodwasserstoffsaure entweichen, bevor er durch die Kohle abgefangen 
war. Beim 6. Versuch hingegen erhitzte man bis zur Auflésung des 
Eisens mit ganz kleinen Flammchen. Als dann die eigentliche Destillation 
einsetzte, war das Jod bereits gréBtenteils abgefangen. Der 6. Versuch 
zeigt uns, daB tatsachlich die Kohle bei der langsamen Auflésung des 
Eisens die Hauptmenge des Jods enthalt und daB dies Jod zum gréBten 
Teile durch Erwirmen mit Pottaschelésung, zum kleineren Teile erst 
beim vorsichtigen Gliihen mit Pottasche abgegeben wird. 


7. Versuch. 


Um genauer nachzupriifen, welche Nebenbestandteile des Eisens 
wohl adsorbierend auf das Jod einwirken, wurden, wie im 2. Versuch, 
je 10g Eisenvitriol (Merck) unter Zusatz von 100y Jod als KJ in 
l5cem Wasser und 0,5ccm konzentrierter H,S5O, gelést und mit 
bestimmten Mengen der in der nachsten Tabelle angegebenen Zusitze 
versehen. Mit der Blutkohle erwirmte man die Lésung und schiittelte 
sie ungefahr 5 Minuten lang kraftig. Das Wasserglas wurde in ver- 
diinter Lésung zugesetzt, so daB keine sichtbare Ausscheidung von 
Kieselsiure erfolgte. Auch hier schiittelte man einige Zeit kraftig. 
Die Arbeitsweise war die des 2. Versuchs. Man fand: 





Zusatz ! Menge yJ Zusatz Menge yJ 
Kein Zusatz ... - 92 Chromalaun ... 03g 92 
Blutkohle. . . . . Ol g 43 Nickelsulfat. . . . O1g 89 
Wasserglas. . . . 0,6 eem 80 Kobaltsulfat. . . . O1¢g 92 


Manganosulfat . . Ol g 85 Kupfervitriol . . . 01g 87 
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Der Hauptverlust ist bei Zusatz der Kohle erfolgt. Auch Wasser- 
glas hat einen etwas niedrigen Wert ergeben. Es ist also in erster Liniec 
der Kohlenstoff des Eisens, in geringerem Grade wohl auch das Silicium, 
welches bei der Auflésung Jod in saurer Lésung adsorbiert. Die iibrigen 
Werte sind teils ganz normal, teils etwas erniedrigt. Wir méchten 
daraus aber keine weiteren Schliisse ziehen. 


Wir gingen nun zur Untersuchung der Eisenproben iiber. Die 
Methodik war nach unseren Vorversuchen vorgezeichnet. Sie lehnte 
sich an die bei den Eisenmeteoriten befolgte an. Wir arbeiteten jedoch 
hier stets im Methoxylbestimmungsapparat, da, wie erwaihnt, die Auf. 
lésung des Eisens am besten unter Kochen am RiickfluBkiihler vor- 
genommen wird. Als Waschfliissigkeit fiir den entweichenden Wasser. 
stoff verwendeten wir 15 cem Wasser, denen zur Vorsicht meist 0,3 ccm 
gesittigter Pottaschelésung zugesetzt wurden. Diesen Zusatz halten 
wir indessen nicht fiir notwendig, da die minimale Menge Jodwasser- 
stoffsiure, welche hinauf gelangt — etwa 2°, des vorhandenen Jods —, 
auch durch Wasser zuriickgehalten wird. 


Die angewendete Eisenmenge war stets 2g. Statt der Schwefel- 
saure, 2 ccm konzentrierter Siure + 10 Wasser, wurde teilweise auch 
Salzsiure (17 com HCl 1:1) verwendet. Nach vollzogener Auflésung 
lieB man erkalten, goB die vorgelegte Waschfliissigkeit in den Kolben 
und léste die Sulfatkrusten unter eventuellem leichten Erwarmen auf. 
Dann filtrierte man durch ein kleines Filter vom Kohlenstoff und 
Silicium in einen 400 ccm fassenden Kolben ab, machte das Filtrat 
mit Pottasche stark alkalisch und fuhr fort, wie in der vorhergehenden 
Arbeit angegeben. Der in Saure unlésliche Riickstand wurde in einer 
Eisenschale mit etwas Pottasche und einigen Tropfen einer 10%, Lésung 
von Natriumnitrat vorsichtig gegliiht. Meist war es angezeigt, ihn 
nochmals in Wasser zu lésen, wieder einzudampfen und zu erhitzen. 
Ein vollstandiges Verbrennen ist jedoch nicht nétig und wegen der 
Gefahr der Uberhitzung auch nicht angebracht. 


Man lést nun den Riickstand in etwas Wasser, dampft ihn bis zum 
feuchten Brei ein, extrahiert mit Alkohol und verarbeitet den Auszug 
wie gewohnt. Meist vereinigt man die alkoholischen Ausziige der 
Salzlésung und des unléslichen Riickstandes miteinander zu einer Be- 
stimmung. 

Die Resultate sind in der folgenden Tabelle als Milligramme Jod 
im Kilogramm zusammengestellt. Neun dieser Proben haben wir von 
den Ateliers des Charmilles, 8. A. in Genf, 17 Proben von den Ludw. 
von Rollschen Eisenwerken in Gerlafingen erhalten (in der Tabelle 
mit ,,Ch“ bzw. ,,v. R.“ bezeichnet). Zu letzteren Proben sind uns die 
genauen Analysen mitgeteilt worden. Zur Ergainzung dieser Analysen 
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fiihren wir noch zwei Roheisenanalysen (mit * bezeichnet) aus dem 
Werke von Oberhoffer!) an. 

Wie unsere Tabelle zeigt, ist Jod in allen Eisen- und Stahlsorten 
vorhanden. Wir haben von nevem ein Beispiel fiir die auBerordentliche 
Verbreitung dieses ubiquitéren Elements. 

Es lassen sich nach unseren Zahlen keine Beziehungen zwischen 
dem Jodgehalt der Eisensorten und irgend einem Nebenbestandtei! 
feststellen. Wir glauben daraus den SchluB ziehen zu diirfen, daB das 
Jod sich nicht vorwiegend als Verbindung eines dieser Nebenbestand- 
teile im Eisen vorfindet. Nach dem Massenwirkungsgesetz ist an. 
zunehmen, daB es in allererster Linie an Eisen gebunden und also 
wohl als Ferrojodid in der Metallschmelze verteilt ist. 


1) P. Oberhojjer, Das technische Eisen, 2. Aufl., Berlin 1925. 
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Uber die Verteilung 
des Jods zwischen Eisen- und Silikat-SchmelzfluS. 


Zur Geochemie des Jods. TI. 


Von 


Th. von Fellenberg und Gulbrand Lunde. 


(Aus dem Laboratorium des eidgenédssischen Gesundheitsamtes Bern und 
dem Mineralogischen Institut der Universitat Oslo.) 


(Eingegangen am 14. Mai 1927.) 


In einer friiheren Mitteilung') haben wir gezeigt, daB das Jod ein 
stindiger Begleiter der Eruptivgesteine und der gesteinsbildenden 
Mineralien ist und somit in geochemischer Beziehung ausgesprochen 
lithophile*) Tendenzen aufweist. Spater hat der eine von uns durch 
Untersuchung einer Reihe von magmatischen Sulfiden und von Meteo- 
riten zeigen kénnen, daB das Jod auch gewisse chalkophile und sidero- 
phile Eigenschaften besitzt. Die in den magmatischen Sulfiden 
durchschnittlich gefundenen Jodgehalte stehen etwas hinter den in 
den friiher in Eruptivgesteixen ermittelten zuriick. Danach sollte der 
chalkophile Charakter dieses Elements nicht so ausgepragt wie der 
lithophile sein, eine Tatsache, die auch durch getrennte Untersuchung 
des Troilit- und Silikatanteils eines Meteoriten von Ergheo, Amana, 
Somaliland bestatigt werden konnte*). In einem einzelnen Falle wurde 
uch bei einem gemischten Meteoriten von Bomba der Eisen- und 
Silikatanteil getrennt auf Jod gepriift, um das Verhaltnis des pro- 
zentualen Jodgehalts der Eisenphase zur Silikatphase zu ermitteln. 
Es wurde gefunden: im Eisen 0,15 mg J im Kilogramm, im Silikat 
105mg J im Kilogramm. Dabei ist zu bemerken, daB fiir diese Be- 
stimmung sehr wenig Material zur Verfiigung stand, und da deshalb 
nur je eine Analyse ausgefiihrt werden konnte, sind die Zahlen nicht 
ganz sicher. 


') Th. von Fellenberg und Gulbrand Lunde, diese Zeitschr. 175, 162, 
1926; vgl. auch Norsk geol. Tidsskrift 9, 48, 1926. 

*) Unter den Bezeichnungen lithophil, chalkophil, siderophil sind im 
‘inne von V.M. Goldschmidt (Geochemische Verteilungsgesetze der Ele- 
mente, Videnskapsselskapets Skrifter, Oslo, I, 1923, Nr. 3) die Affinitat 
zur Silikatschmelze, Sulfidschme!ze, Eisenschmelze zu verstehen. 

3) Th. v. Fellenberg, siehe vorletzte Arbeit. 
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Da es aber von erheblichem geochemischen Interesse ist, gerade 
diesen Verteilungsquotienten des Jods zwischen Eisen- und Silikat. 
schmelze genauer kennenzulernen, haben wir es unternommen, (ic 
Verteilung des Jods zwischen dem metallischen Eisen der Schmelz. 
éfen und den gleichzeitig gebildeten Silikatschlacken zu_ studieren 
In der vorhergehenden Mitteilung ist gezeigt worden, daB wir in 
jedem industriell gewonnenem Eisen Jod finden, zwar in wechselnde: 
Menge, aber stets ungefihr von derselben GréBenordnung wie in den 
Meteoriten. Wir konnten deshalb damit rechnen, da8 wir in den Eisen. 
und Schlackenproben stets Jod antreffen wiirden 

Die Schlacken weichen in ihrer Zusammensetzung freilich von den 
natiirlichen Magmen ab, die Unterschiede sind aber oft nicht sehr 
groB. Wir haben auch die Verteilung bei wechselnder Zusammen. 
setzung der Schlacke untersucht, um zu sehen, ob sie sich mit de 
Basizitét der Silikatschmelze erheblich andert. 

Die Methodik bei der Untersuchung der Eisenproben war dic 
gleiche, wie sie in der vorangehenden Mitteilung beschrieben wurde 
Bei der Untersuchung der Schlacken wurde so vorgegangen, wie friiher 
bei der Untersuchung von Gesteinen. 

Um Vergleiche mit den natiirlich vorkommenden Silikatschmelz. 
massen ziehen zu kénnen, und um zu sehen, inwieweit die Zusammen- 
setzung einen EinfluB auf den Verteilungsquotienten ausiibt, wurden 
die Schlacken analysiert?). 

Tabelle I enthalt die Analysen der Schlacken. 


Tabelle I. 
A: Hochofenschlacke einer Steirischen Hiitte, Osterreich. 
B: Hochofenschlacke, Choindez, Berner Jura, Schweiz. 
C: Kupolofenschlacke ,,Atéliers des Charmilles“‘, Genf, Schweiz. 














A B Cc 
hs Gwe se. A 36,47 32,71 56,14 
eee 0,35 0,45 1,95 
ee 0,42 0,63 7.95 
a ee 9,00 12.83 15,16 
eer ee 6,43 1,90 4.57 
Ser ae 15,16 1,00 0,81 
Sree 29,39 48.93 12,78 
eae ee 1,03 0,57 0.03 
Summe: 98.25 99,02 99,39 
— 0 fir 8: 0,52 0,28 0,01 
97,73 98,74 99,38 


1) Die Schlackenanalysen wurden vom Herrn Ingenieur E. Aliirer, 
Oslo, ausgefiihrt. 
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Die beiden Hochofenschlacken diirften vielleicht auch etwas CO, 
und eventuell noch Spuren von Alkalien enthalten. Die Zusammen- 
setzung der beiden Hochofenschlacken weicht von der durchschnitt- 
lichen Zusammensetzung der Erdkruste erheblich ab; sie ist auch mit 
keinem natiirlich vorkommenden Gestein identisch. Vor allem ent- 
halten die Schlacken keine Alkalien, und das Verhialtnis von Kalk zu 
Magnesia ist bedeutend gréBer als in den Gesteinen. Sie sind auch 
bedeutend basischer als der Durchschnitt der Erupiivgesteine. 

Die Kupolofenschlacke zeigt dagegen ein ganz anderes Bild. Wir 
haben hier eine stark saure Silikatschmelze, die deshalb auch glasig 
erstarrt ist. Die Zusammensetzung deckt sich auch hier mit keinem 
existierenden Gestein, wesentlich weil die Alkalien fehlen. 

Die Jodbestimmungen in diesen Schlacken und dem gleichzeitig 
gewonnenen EisenguB ergaben die in Tabelle I] zusammengestellten 
Zahlen. 

Tabelle 11. 





Jodgehalt in mg pro kg 


= —— Verhaltnis 

Schlacke Eisen 
ul oe ee 0,80 0,32 109: 40 
Fe soe O85 0.59 100: 59 
0,60 0,43 100: 72 


Wir sehen, daB das Verhiltnis von Jodgehalt der Schlacke zum 
Jodgehalt des Eisens etwas schwankt, es ist bei der sauren Kupolofen- 
schlacke am gréBten; jedoch sind die Schwankungen des Verteilungs- 
quotienten bei diesen immerhin groBen Variationen in der Zusammen- 
setzung nicht erheblich. 

Wir finden in Bestatigung der bei den Meteoriten gefundenen 
Tatsachen, daB die lithophilen Tendenzen des Jods gegeniiber den 
siderophilen deutlich vorherrschen. 

Wir sind weiter der Ansicht, daB bei derartig geringen Jodmengen, 
um die es sich hier handelt, der Verteilungsquotient lediglich von der 
Zusammensetzung der Schlacke und des Eisens bestimmt wird und von 
der absoluten Menge des Jods unabhangig ist. Bei gréBeren Jodmengen 
wiirde sich vielleicht ein anderes Bild ergeben. 

Die Form, in der die Schlacke vorhanden ist, hangt jedenfalls 
von der Zusammensetzung der Schlacke selbst ab. Es wird sich 
wohl nach dem Massenwirkungsgesectz auf die verschiedenen vor- 
handenen Metalle gemaB8 ihrer relativen Menge verteilen. 

Man kénnte nun versuchen, aus dem Verteilungsq uotienten zwischen 
Silikat- und Eisenschmelzflu8 und dem durchschnittlichen Jodgehalt 
der Eruptivgesteine ein Bild iiber die Jodkonzentration in der Eisen- 
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phase zu gewinnen. Wir finden dabei eine Menge von etwa 0,1 his 
0,15 mg im Kilogramm des Eisenkernes. 

Dabei ist aber die Sulfidphase vernachlassigt, und bei der ersten 
Phasenteilung der Erdkugel waren ja alle drei Phasen gleichzeitig 
miteinander im Gleichgewicht. 

Es wurde uns auch ein Gichtstaub von einem 6sterreichischen 
Hochofen zur Verfiigung gestellt. Es wurden darin 12,7 mg Jod im 
Kilogramm gefunden. Beim HochofenprozeB entweichen also erhebliche 
Jodmengen in die Luft. Diese Jodmengen sind dann spiter von dem 
Gichtstaub im Kamin absorbiert worden, daB es sich um zerstiubte 
Schlackenanteile handeln sollte, die von vornherein diese groBen Jod- 
mengen enthalten haben, ist véllig ausgeschlossen, da die Jodkonzentra- 
tionen um ein Vielfaches gegeniiber der der Schlacke (vgl. Tabelle 11) 
erhéht sind. In Ubereinstimmung mit diesem Befund steht auch die 
Tatsache, daB beim Verbrennen von Kohlen groBe Jodmengen ent- 
weichen, so hat der eine von uns friiher im RuB eines Zentralheizungs. 
kamins 38,9 mg J im Kilogramm, und in einem pulverigen Ansatz oben 
am Kamin 19 mg J im Kilogramm gefunden’). 

Es sei in dieser Verbindung darauf hingewiesen, daB Krafft?) wnd 
Keyssner*) eine Jodanreicherung im Zementflugstaub feststellen 
konnten. 

Wir haben also hier die direkten Beweise auch fiir einen deutlich 
atmophilen Charakter des Jods, und zwar scheint der atmophile Charakter 
bedeutend vorzuherrschen. 

Aus dem Vorhergehenden kénnen wir zusammenfassend den 
SchluB ziehen, daB das Jod sich bei der ersten Phasenteilung der Erd- 
kugel auf alle Phasen verteilt hat. 

Es ist jedoch der lithophile Charakter gegeniiber der chalkophilen 
und siderophilen deutlich vorherrschend. Auch ist es méglich, daB der 
atmophile Charakter auch den lithophilen iibertrifft. Die vorliegenden 
Untersuchungen berechtigen uns aber noch nicht zu einem derartigen 
SchluB. 


1) Th. von Fellenberg, diese Zeitschr. 139, 437, 1923. 
2) Chem.-Ztg. 48, 49, 1924. 
3) Ebendaselbst 49, 821, 1925. 
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Uber Grenzflichenaktivitat bzw. -energie an verschiedenen 
Grenzflichen und deren spezifisches Adsorptionsvermégen. 


Von 
P. Rehbinder. 


(Aus dem Institut fiir Physik und Biophysik, Moskau.) 
(Eingegangen am 28, April 1927.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In vorliegender Arbeit bringen wir Messungen, welche wir zur 
Untersuchung der Eigenschaften von Adsorptionsschichten an ver- 
schiedenen fliissigen Grenzflachen') vorgenommen haben. 

Fiir solche Grenzflachen haben wir die Kinetik der Schichtbildung, 
die Grenzflachenenergie und Adsorption, wie auch die Festigkeit der 
Schicht bei verschiedenen Konzentrationen (c) und Temperaturen (¢) 
ind die Bildung der Emulsionen bzw. des Schaumes untersucht. 

Wie bekannt, werden die sogenannten grenzflachenaktiven Stoffe, 
welche die Grenzflichenenergie (die Grenzflichenspannung 6) an der 
Grenze zweier Phasen herabsetzen, an dieser Grenzfliche adsorbiert. 

In wasserigen Lésungen der meisten organischen Stoffe sind die letzteren 
gewohnlich grenzflichenaktiv. In Lésungen der sogenannten inaktiven 
‘toffe aber (z. B. anorganische Salze) ist das Wasser selbst grenzflachen- 
aktiv, und in diesem Falle ist die Salzlésung als eine Lésung von Wasser in 
Salz zu betrachten ?). 

Nicht nur Molekiile, sondern auch Ionen, kénnen grenzflichenaktiv 
sein, wie das u. a. auch aus unseren friiheren Messungen*) hervorgeht. 


In einer friiheren Arbeit*) habe ich vorgeschlagen, als MaB fiir die 


" TVR tg = .. 06 
Grenzflachenaktivitat die GréBe (a. h — ) anzunehmen, wo 
dc Oc, 


6 die einer kleinen Konzentrationszunahme Jc des aktiven Stoffes 


') D. h. an der Trennungsfliche zweier fliissiger Lésungen sowie an 
olchen fliissige Lésung/Gas (Dampf). 

*) P. Rehbinder, Zeitschr. f. phys. Chem. 121, 103 bis 126, 1926. 

*) Ebendaselbst 111, 460, 1924. 

*) l. e., 11, 448, 1924. 
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entsprechende Spannungsverminderung ist. Diese Funktion bezeich en 
wir einfach durch G und schreiben: 


06 16 
G = =| *) oder G = ( ) 
dc T M6 Jo on cent 
(bei konstanter Temperatur). 
Rtpr. " _ erg dyn 
Da die Grenzflachenspannung 6 in ) gemessen wird 
qem em 
_ Mol . = 
so muB man, wenn ¢ in Lit oder in Gewichtsprozenten (°,) aus- 
iter 


erg Mo! 
gedriickt ist, die Grenzflichenaktivitat @ in bzw. in 
qem/ Liter 
erg 
qem/ 
Um die Frage nach der Abhangigkeit des Adsorptionsvorganges 
von der Natur der Grenzflache, d. h. von der Natur der sie bildenden 
Phasen zu erkliren, muB man die Grenzflachenaktivitat irgend eines 
aktiven Stoffes an verschiedenen glatten Trennungsflichen messen! 
Dies geschieht durch Messungen der Grenzflachenspannung 6 bei ver- 
schiedenen Konzentrationen des zwischen beiden Phasen verteilten 
aktiven Stoffes. Aus diesen Messungen berechnet man mit Hilfe des 
bekannten Gibbsschen Satzes die auf 1 qem adsorbierte Stoffmeng 


Molekil ads. 


1° ausdriicken. 


d.h. die Adsorption I" in 


qem 
46 N N 
r= -C- oder I" = (c-G)- . 
de ° RT CC) Re 
Hier ist R die Gaskonstante in erg Mol (R 8,316 . 107), T die ab 
solute Temperatur und N die Zahl der Molekiile in 1 g-Mol — N = 6,06. 10° 


Wenn das Molekulargewicht des aktiven Stoffes in der Lésung unbekann 
ist (Semikolloide, manche Farbstoffe usw.) und demnach ec in Prozente: 
ausgedriickt ist, so ist es zweckméBig, statt der absoluten Adsorption (/ 
die ihr proportionale GréBe (c . @) (siehe Forme!) zu berechnen. 


Aus der 6 — c-Kurve kénnen wir die Adsorptionsisotherme "= / (c 
(s. Abb. 1) erhalten, d.h. I oder (c.@) fiir verschiedene ¢ finden 


1) Die direkten Messungen der Adsorption an Pulvern oder an poroser 
oder quellenden Kérpern mit groBer innerer Oberflache, wie Kohle, 
webe usw., kénnen zu diesem Zwecke nicht dienen, da man die Oberflaclh: 
soleher Adsorbenzien nur sehr angendhert bewerten und die Adsorptior 
r Adsorbierte Menge 


—_ : nicht berechnen und fiir verschiedene Grenz- 
Flacheninhalt 


flachen nicht vergleichen kann. AuBerdem werden in diesem Falle «i 
Adsorptionserscheinungen infolge einer nicht glatten, Oberflache au! 
saugender Wirkung der Kapillarporen usw. viel komplizierter. 
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G stellt immer eine Funktion der Konzentration c des aktiven 
Stoffes und der Temperatur 7 dar’). 


Die Grenzflachenaktivitét G nimmt mit c ab, und bei manchen Stoffen 
ist ihr Maximalwert G, bei c = 0 (s. Abb. 1 und Tabelle IV), d. h. bei 
kleinsten Konzentrationen bedingt die c-Zunahme (4c) die gréBte Spannungs- 
verminderung (/e); es ist immer G < G,. Bei héheren Homologen jedoch 
nnd allgemein bei hochmolekularen sehr aktiven Substanzen weist G ein 
Maximum bei einer bestimmten, aber noch sehr kleinen Konzentration 
, auf (s. Abb. 1). Diese Anderung von G mit ¢ entspricht dem Verlauf der 
Adsorptionsisotherme J’ = /(c). Im Anfang nimmt TL steil zu und strebt 
lann einem konstanten Grenzwerte J. zu*) (s. Abb. 1). Fiir sehr aktive 
stoffe zeigt J’ bei einer kleinen Konzentration einen Wendepunkt, der dem 
G-Maximum entspricht. 


1. Messungsmethode. 


Die Messungen der Grenzflachenenergie werden mit Hilfe des von mir 
konstruierten Apparats, welcher auf dem Prinzip der Tropfen- bzw. Blasen- 
druckmethode [.M. Cantor*)] beruht, vorgenommen. 

Meine friiheren Untersuchungen haben gezeigt, daB die Steighéhen 
wie auch die Tropfenzahlmethode an Lésungen (d. h. an Adsorptions- 
schichten) haufig fast unanwendbar sind‘). 

In meinem Apparat bilden sich durch Druckaénderung, die mit Hilfe 
eines speziell konstruierten Quecksilber-Aspirators erzeugt wird, Trépfchen 
einer der zwei Fliissigkeiten in der anderen, oder Blischen eines Gases 
Dampfes) in einer Fliissigkeit. Die Kapillarspitzen, aus welchen die Tropfen 
bzw. Blasen) treten, werden in Form einer Pipette, immer mit scharf ab- 
geschnittenem Rande der Kapillaré‘fnung hergestellt. Ein und dieselbe 
Kapillarspitze erméglicht Messungen’ an beliebigen fliissigen Grenzflachen 
auch an der Grenze Fliissigkeit /Luft) auszufiihren. Der Aspirator gestattet 
lie Druckdifferenz im Apparat (welche mittels eines Alkoholmanometers 
gemessen wird) und hiermit die Austrittsgeschwindigkeit der Blasen 
bzw. Tropfen) sehr allmahlich zu andern. Die Grenzflachenspannung ¢,, 
ist dem Druck der Tropfen- bzw. Blasenbildung bei geniigend diinner 
Kapillarspitze direkt proportional: 9,, = Ap, wo A die Konstante der 
Kapillarspitze ist. 

Man konnte dynamische wie auch statische ¢-Werte erhalten (es wird 
eine solche Bildungsdauer eines Blaschens bzw. Trépfchens erreicht, bei 
welcher sich die Spannung mit der Geschwindigkeit der Tropfenbildung 
nicht mehr andert). Auch lat sich auf diese Weise die Kinetik der Schicht- 
bildung wie auch die Verteilungskinetik eines aktiven Stoffes zwischen zwei 
Fliissigkeiten verfolgen. 


1) Uber die Abhangigkeit von 7 siehe meine andere Arbeit in dieser 
Zeitschrift. 

*) Meine Messungen haben gezeigt, daB die Adsorptionsgrenze I’. 
von der Natur der Grenzflache und von T (fiir eine gegebene aktive Gruppe) 
wabhangig ist. Fiir die Fettséurenreihe z. B. (aktive Gruppe — COOH) 
ist I. = 3,1. 10% Molekiil /qem. 

3) Ann. d. Phys. (3) 42, 422, 1892. Die eingehende Beschreibung des 
Apparats wird an anderer Stelle gegeben werden. 

*) Journ. of appl. Phys. 1, 1 bis 4, 115, 1924 (russisch); s. auch Zeitschr. 
i. phys. Chem. 111, 450, 1924. 
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Mit diesem Apparate haben wir auch den Verlauf der Reaktionen, |); 
welchen sich die Oberflachenaktivitat G stark andert, untersucht [Alkoli}. 
garung, lipolytische Spaltung des Tributyrins (Rona) usw.]. Bei allmahlicher 
Blasenbildung miBt man in bestimmten Zeitintervallen den Manometer 
druck. Die erhaltenen ¢-Zeit-Kurven geben uns eine Darstellung de; 
Reaktionskinetik. Solche Messungen scheinen uns bequemer und offenhar 
genauer als die stalagmometrische Untersuchung (Rona). 


2. Spezifisches Adsorptionsvermégen verschiedener fliissiger Grenzflichen, 


Eine der wichtigsten Eigenschaften der Grenzflichenaktivitat ( 
ist die, daB sie von der Natur der Grenzfliche wie auch von der Natur 
des aktiven Stoffes sehr stark abhingt. Nach der Langmuir-Harkins. 
schen Auffassung!) itiber die Orientierung von adsorbierten Molekiilen 
miissen solche Stoffe grenzflichenaktiv sein, deren Molekiile aus zwei 
Gruppen méglichst verschiedener Polaritdt bestehen: die eine Gruppe (A 
mu8 stark polar (hydrophil, wie — OH, — COOH), die andere aber (B 
unpolar (inaktiv) sein (z. B. ein Kohlenwasserstoffradikal darstellen 

Betrachten wir jetzt die Abhangigkeit der Adsorbierbarkeit 
d.h. der Grenzflichenaktivitat von der Natur der Trennungsflich 
Solche systematische Untersuchungen sind, wie mir bekannt, noch 
nicht ausgefiihrt worden und kénnen auch in biologischer Hinsicht 
von bedeutendem Interesse sein?). 

Die Grenzflachenaktivitét, d.h. die Adsorbierbarkeit der A B- 
Molekiile mu8 um so starker sein, je gréBer der Polaritatswnterschied 
der Phasen 1, 2 ist, d. hk. je gréBer die Polaritét z. B. der Phase 1 und 
je kleiner die der Phase 2 ist. Das zeigen unsere Messungen der G von 
Fettsiuren, Adrenalin, einigen Farbstoffen der Triphenylmethanreihe 
wie auch die von Dr. N. Okuneff mit unserem Apparat (s. oben) vor- 
genommenen Messungen der Aktivitaét des Farbstoffs Trypanblau®) an 
verschiedenen Trennungsflachen. 

Da Wasser und verschiedene mit Wasser nicht vdéllig mischbare or- 
ganische Fliissigkeiten gewéhnlich ganz verschiedenen Charakter haben, 
d. h. sich nach ihrer Polaritat scharf voneinander unterscheiden (die Léslich- 
1) Irv. Langmuir, Journ. Amer. Chem. Soc. 39, 1848, 1917; W. D. 
Harkins, ebendaselbst 88, 1916; 42, 700, 1920 u. ff. 

2) In biologischer Hinsicht ist es viel zweckméBiger, die Grenzflachen- 
aktivitat an der Grenze zweier fliissigen Phasen (Wasser /fliissige Kohlen- 
wasserstoffe, Lipoide usw.) zu messen. Die erwahnten Grenzen sind den in 
den Organismen befindlichen viel naher als die Grenze Fliissigkeit /Luft (Gas 
Spannungsmessungen an der Grenze zweier Fliissigkeiten sind friiher 
besonders von G.N. Antonoff [Diss. St. Petersburg 1914 (russisch)}, W. ) 
Harkins und Mitarbeitern (Journ. Amer. Chem. Soc. 88, 242, 1916; 48, 35, 
1921 usw.), W.C. McLewis (Phil. Mag. 15, 499, 1908; | 17, 466, 1909), 
O. Lorant (Pfliigers Arch. 157, 238, 1914) und Bubanovic (Meddel. fr. K. 
Vetensk. Nobelinst. 1911) vorgenommen worden. 

8) Erscheint demnachst im Druck. 
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keit mancher Stoffe ist im Wasser und in Fliissigkeiten, wie z. B. Benzin, 
Benzol, Triolein, ganz verschieden), so sind manche Stoffe an der Trennungs- 
flache Wasser /hydrophobe organische Fliissigkeit (z. B. ein fliissiger Kohlen- 
wasserstoff) hdufig viel grenzfldchenaktiver als an der Grenze wisserige 
Losung/Luft (oder Dampf) (s. Tabelle IV, V). 


Als MaB des Polarititsunterschieds zweier fliissigen Phasen kénnen 
wir den absoluten Wert der Grenzflachenspannung (6,)), an der Grenze 
dieser Phasen in reinem Zustande, wie auch ihre gegenseitige Léslich- 
keit ansehen: Je gréBer der Wert (6,,),, je kleiner also die gegenseitige 


Lislichkeit beider Phasen ist, 


S¢ hied 1 ). 


desto gréBer ist ihr Polaritétsunter- 


Z. B. zeigt Wasser an der Grenze mit unpolaren organischen 
Fliissigkeiten eine bedeutende (6,,)) (s. Tabelle 1). 


Im Gegenteil ist 


an der Grenze zweier organischen Fliissigkeiten (kleiner Polaritétsunter- 
schied), wenn sie nicht mischbar sind (dann ist 6,, = 0), nur eine geringe 
Grenzflachenspannung (6,,), vorhanden, und es lassen sich fiir solche 
Grenzflichen keine aktive Stoffe erwarten. 








Tabelle I. 
Polaritatsunterschied und gegenseitige Léslichkeit. ft 20°. 
H,O H,O H,O H,O 0 , 
Trennungsflachen : 3 Petrol —S - he _ Ay 
C8, 49° —_ Cg He CHCl, CgHsN Hg (CoH 5)90 
(Oy9)9 in erg/qem 49.7—40,0 32,1 27,7 8,0 10,0—9,0 
Loslichkeit des 2. ' 
Stoffes im 1. (i. %») 0 A 0,06 %) 0,6 % 8.3%, 6.5% 5 
(praktisch unlsslich) 
a H,O CH,OH H,O 
Trennungsflachen : . s : 
S i—C,H,0H CS, CH,OH 
(Oy9)9 in erg/qem 1,8 0,82 0 
Loslichkeit des 2. 
Stoffes im 1. (i. 9) 10.0%, 50,4 %, cc (vollig mischbar) 


Die Polaritaét einer fliissigen Phase, d. h. das Bestreben ihrer Molekiile, 
sekunddre Vaienzen zu entwickeln, ist durch die Intensitaéat des Molekular- 
kraftfeldes (durch ¢,) bestimmt, und mu sich parallel ihrer Assoziations- 

0 } 


fahi¢keit und der Dielektrizitatskonstante DK andern. 


In der Tat sehen 


wir, daB die DK sich vdéllig parallel den 9, und G-Werten andert (siehe 


Tabelle IT, TIT). 


Es ist leicht verstandlich, daB der Polaritétsunterschied zweier 
Lisungsmittel (und demnach G an ihrer Grenze) um so gréBer ist, je 
verschiedener die Léslichkeit des aktiven Stoffes in beiden Phasen: 
Der stark aktive Stoff kann in Wasser leicht léslich und in der zweiten 


1) Es ist interessant, zu bemerken, da® B. Jliin in seiner elektrischen 
Theorie der Adsorption (Zeitschr. f. Physik 88, 435, 1925) theoretisch 
gezeigt hat, daB die Adsorption eines Gases parallel der anfanglichen Ober- 
flachenenergie des festen Adsorbens vor sich gehen muB. 
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Fliissigkeit (z. B. Benzol, Petrolather, Hexan, CS,, CHCl,, Ole und 
andere) praktisch unléslich sein (wie manche von uns untersuchite 


Stoffe) oder umgekehrt, wie z. B. einige lipoidahnliche Stoffe. 


Um experimentelle Beweise fiir das Gesagte zu finden, haben wir 


zwei Versuchsreihen vorgenommen: 
1. Wir haben fiir die Grenze Wasser, Phase 11 Wasser durch ander, 
polare hydroxylhaltige Fliissigkeiten ersetzt [der Reihe nach HOH, 


C,H,OH genommen] und die Grenzflichenaktivitaét, d.h. die Ad. 
sorbierbarkeit eines zwischen beiden Phasen verteilten aktiven Stoffes 
(z. B. p-Kresol CH,C,H,OH), untersucht. 

2. Fiir die Grenze Wasser/Phase II haben wir fiir die Phase |] 
der Rethe nach Fliissigkeiten mit zunehmender Polaritat genommen und 
folgende Grenzflachen untersucht: 





Wasser—Aliphatischer Kohlenwasserstoff (Hexan, Benzin 
Petrolather), 

Wasser—Aromatischer Kohlenwasserstoff (Benzol), 

Wasser—Hoéhere Fettsiuren (Olsiure und andere), Ester 
(Triolein, Olivenél und andere). 
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Abb. 1. 
o—csKurven und Adsorptionsisotbermen an verschiedenen Trennungsflachen. 
1,2,3,4:l = f(c) (Adsorptionsisothermen) der n+Buttersdure an den Grenzflachen 1. H, O-Lutt, 
2. H, O-Hexan, 3. H, O-Benzol, 4. H, O-Olivenél. 5, 6,7: «—ceKurven des p-Kresols an den Greny 
flichen 5. H, O-Luft, 6. Glycerin-Luft, 7. Glykol-Luft. 


C,H,;(OH), (Glycerin), C,H,(OH), (Athylenglykol) und CH,OH oder 
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Samtliche Ergebnisse [von denen wir hier nur einige Beispiele 
mftihren') (Tabellen II, II] und IV, Abb. 1)] haben gezeigt, daB G 
mit dem Polaritatsunterschied und demnach mit (6,,), in der Tat 
stets zunimmt. 
An der Grenze H,O-Lésung Hexan hat @ fiir Formylviolett und fiir 
Eosin fast dieselben Werte wie an der Grenze H,O C, Hg. 
An der Grenze wiisserige Lésung Luft sind diese Farbstoffe weniger 


aktiv. Fiir Formylviolett haben wir bei c 1,.752°.. und bei einer 
Existenzdauer der Oberfliche t= 1 Minute: Ag 15,4 erg/qem, bei 
r 1 Stunde 40 Minuten: de 19.4, bei t ~ 20 Stunden: Ae 22,3 


Tabelle 11. 


Grenzflachenaktivitét an Trennungsflaichen mit abnehmendem Polaritiats- 
unterschied. ¢ 20°C. Aktiver Stoff: p-Kresol 2). 





Orientierung in der Schicht: 
polare Phase 
OH y 
=< += Maximale Maximale 
=e ss Sao pe ay ag 
. ce iy I10)o aktivitat des (Oy9) aktivitat des 
Polare Phase as 2 Phaset Luft p*Kresols an eo fc. H, | p*Kresols an 
22 0 » der Grenze der Grenze 
zs a3 Phase Luft Phase Cy Hg 
Ht Hi \g1 1,9° 72.8 ergiqaem | 760 S89°™ = 39.4 ergiqgem 7,1 8am 
Wasser | sailias ™” Mol Liter ~v *” Mol/Liter 
HH H HH 
C—C—C (56 9 sehr lésl., 65 5K 
56,2 » 65, . _— 5. - 3 - 
OH OH OH i. ae 5,1 14 15.5 1 
Glycerin 
HH HH 
C—C 9 . ‘ - r 
OH OH oo 469 , 13 , a 4 wO5, 
H 
ry 31 oc 230 , 0,0 0 a 0 
| (fast inaktiv) 


Methylalk. 


') Ausfiihrliche Messungsdaten werden in einer weiteren Arbeit ge 
bracht werden. 

2) Offenbar sind die aktiven Stoffe der Fettreihe an der Grenze 
Wasser /Benzol starker aktiv, als an der Grenze Wasser /Luft (s. Tabelle IV 
und vgl. S. 28), die aromatischen Stoffe dagegen, welche einfach 
(wie p-Kresol) in der Schicht orientiert sind, verhalten sich umgekehrt 
(da man an der Grenze H,O/C,H, schon eine Schicht von orientierten 


Benzolringen hat). 














to 
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Tabelle Ill. 


Grenzflachenaktivitat an Trennungsflichen H,O/Phase II. ¢ = 20 
Aktiver Stoff:n Butterséure, Farbstoffe: Formylviolett und Eosin (Na-Sa! 





H, 0 H,0 5 H,0 ; H,0 


Grenzen (<2 ‘ 
anes Hexan, Petrolather ' ( a Hg Olivenél, Olsaure 97 CH.OH 


Anfangl. Grenz- 


flachenspannung 49,7—40 32,1 20—12 0) 
(Fj2) 
D,— Dy | 

Differenz d. DK | (81—1,9) 79.1 78,7 78,0 (81-31 5 


beider Phasen 
(G maximale 
Grenztlachen- 
aktivitat) 
G maximale 
Grenzflachen- 
aktivitat der 
n C,H, COOH 


Gay) » Ge) » Gia) » G 4). 
G(A) 0 


530 110 GO 0 


Abnehmender Polaritatsunterschied —» 


Tabelle IV. 


Adsorption und Grenzflichenaktivitat der n Buttersdure an verschiedenen 
Trennungsflaichen (der Reihe 2) bei ¢ = 20°. 


(Das Verteilungsgleichgewicht ist erreicht.) 


erg qem 











ec die Konzentration in Mol Liter (in H,O-Phasé); G in JD lie 
P Mol Liter 
_ Molekiil abs. ; N : 
Adsorption in ; I + G@ (siehe 8S. 20). 
qem R 7 
Grenzflache 
¢ in H, O Luft H, O Hexan H, O Benzol Hz O Olivenéd 
ee Molekiil Molekiil Molckit .. | ,Mol 
ri G Fe oleku a r: oleku G r oleku G r oleki 
0 qem qcem qm qemu 
0 225 0 530 0 110 0 90.0 () 
0,006 -— — 400 — — _ —< 
0,010 22 0.55.104% — — 100) =—-0,.25.10% 80.0 020.10" 
0,012 a -- 263 «=20.77.10"% — _- -— 


0,020 181.3 0.86.10 225 1,10.10% 75,0 0.37.10" 65,0 0.33.10" 
0,040 138 1.35.10 138 1.38.10 55.0 0.55.10" 45.0 0.45.10" 


0,060 106 =: 1,62.10%* — _ 50,0 0,75.10% 37,5 0,56.10-4 
0,080 91,3 1,86.10% 100 1,98.10% — _— 30,0  0,60.10" 
0,120 75,0 2.2 .10% 80,0 24.10% 30,0'0,90.104% — - 


0,160 62,5 2.5 .101 28.0 1.10.10 17,5 0.74.10" 


0,200 50,0 26 .10% 625 31.10% — — 15,0 0,78.10** 


Molekil ads. 
qem 


Adsorptionsgrenze I’ = 3,1—3,2. 10" 
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Tabelle V. 


Grenzflachenaktivitét und Adsorption von Farbstoffen: Formyl- 
violett 84B (Bayer): 
C,H,N(C,H;)CH,C,H,SO,Na 
C(OH)C,H,N (C,H), 
C,H,N(C,H;)CH,C,H,SO,Na 
und Eosin (wasserléslich) (Tetrabromfluoreszein, Na-Salz): C,,H,Br,O,; Na, 
British Drug House). 


t 20°C. Trennungsfliche: Wasser /Benzol'). 











) Formylviolett Eosin 
¢ in te . c.@ der 
H, OrPhase ot = (Spannungs- Gin ~ =_— — 0 Ja G ¢.G 
9 = vermind. ) a nale Grobe 
0 32.1 0 4500 0 32.1 0 0 
0.0005 30.4 1.7 4500 2.25 - — aie 
0,0010 26.5 5,6 4000 4.0 31,6 O05 550 0.55 
0.0020 942 7.9 2600 5.0 30.8 13 500) 1.00 
0.0030 22,2 9.9 _— — 30,4 1,7 480) 1,44 
0,0050 18,7 13,4 ~ - 295 26 410 2.05 
0,0080 16,6 15.5 500 4.0 28.5 3,6 280 2,24 
0,010 15,8 16.3 400 4.0 28,1 4,0 250 2.56 
0,020 12.9 19,2 200 4.0 26.4 5,7 140 2,80 
0,040 10,7 21.4 95,0 3.8 248 73 60 2,40 
en 0,175 7,9 24,2 — *) _-_ —_ - - 
1,456 — - 20.5 11,6 _— 
1,750 3,8 28,3 — - | 
*) Der Grenzwert ~~ 4,5 ist schon bei « = 0,001 °/9 erreicht. 


(Grenzwert). Fiir Eosin (c = 1,456°,) beit 20 Minuten, de 1,6 erg/qem 


und nur bei t = 47 Stunden(!) de 9,4 (der Grenzwert, d. h. die 
statische ¢, ist erreicht*). 
- » Die Formylviolettlésungen ,,altern‘* beim Stehen an der Luft, und ihre ¢ 


nimmt mit der Zeit zu (I” nimmt ab). 


8. Grenzflichenaktivitét und Verteilung des aktiven Stoffes 
zwischen zwei Phasen. 


Wenn man von dem Zusammenhang der Verteilung eines aktiven 
Stoffes zwischen zwei fliissigen Phasen und seiner Grenzflaichen- 
4 aktivitaét an der Trennungsfliche dieser Phasen spricht, so muB man 


‘ 1) In allen Fallen (Tabellen I bis VII) ist das Verteilungsgleichgewicht 
a volistandig erreicht. 
4 


2) Messungen nach der Steighéhenmethode. Bei Farbstoffen ist die 


Kinetik der Schichtbildung an der Grenze wiasserige Lésung/Dampf (Luft) 
von sehr langer Dauer und betragt z. B. fiir Eosin etwa 47 Stunden. Dies 
erklart die scheinbare Inaktivitat einiger Farbstoffe bei Blasendruck- bzw. 
stalagmometrischen Messungen, da sich wahrend 5 Sekunden bis 1 Minute 
die Adsorptionsschicht iiberhaupt noch nicht bilden konnte. 
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zwei verschiedene Grenzflachenaktivitaten, G, und G,, jede von « 

Seite der Grenzflache betrachten. Wenn die Verteilungs- (d. h. Gleic! 

gewichts-) Konzentrationen in beiden Phasen c, und c, sind, dann 
16,5 


’ ’ 46, , 
4. = “aa -u ¢@&= , : 
1 2 


Ac, und Ac, sind durch den ,,Verteilungssatz** gebunden. Im Falle 
1 2 £ 
c 
des einfachsten Verteilungssatzes —? = K,. = const, haben wir fiir den 
c 
1 
Zusammenhang zwischen c¢,, c, und beiden Grenzflachenaktivitaten! 
1> 2 


G ‘ . Pe = 
G,.¢, = G,.c, oder a = K,, = Verteilungskoeffizient, 
9 


erhalten, d.h. auf der Seite, auf welcher der aktive Stoff weniger léslich jst 
(¢, << ¢), ist er grenzfldchenaktiver (G, >G,). 


Bei Emulgierung wird stets die Phase dispers (z. B. Phase 2), in welche: 
die Konzentration des Emulgators c, < ¢, und demnach G, > G, ist. Fii 
in Wasser leicht lésliche aktive Stoffe, fiir welche die Konzentration in de1 
anderen Phase B (C,H,, Hexan, Petrolither). ¢j,, viel kleiner ist 
(Cin B < Cin H,0), ist Gg (auf der B-Seite) viel gréBer als auf der H,O 
Seite; d. h., daB die geringste cy,;-Zunahme in B eine bedeutende ¢,, 
Abnahme hervorruft. 

Bei einer Phasenumkehr in Emulsionen, d. h., wenn die dispers: 
Phase (2) Dispersionsmittel wird und umgekebrt, werden offenbar dix 
Léslichkeitsverhaltnisse des Emulgators veraindert: Vor der Phasen- 
umkehr ist ¢, > c, und G, < G,; nach der Umkehr aber wird c, < ¢, und 


G, < G, sein. . 


Tabelle VI. 


Grenzflachenaktivitat und Verteilung. Trennungsflache Wasser,/Hexan. 
Aktiver Stoff: n Buttersfiure. ¢ = 20°. 








Hy OgsPhase Hexan-Phase 
Ae . 

“H.O C= Hex G 

. Mol Ae _ Mol — ;, _e*e/qem 

Titer in = _— ” Titer Mol Liter 

Mol Liter 

Cc G 

0,0070 350 0,0012 1980 MO _ 59 —BS — 57 
“Hex GH,o 
c G 

0.0300 180 0.0042 1350 mora ~@ =13 
“Hex GH,0 


1) P. Rehbinder, Journ. d. Russ. Phys -Chem. Ges., phys. Teil, 55. 
524, 1926 (russisch). Bei einem komplizierteren Verteilungssatze, z. B. vor 


n 

c . ‘ ¢ 
der Form _ = Ky, haben wir: G,c, = G, +=. 
1 
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4. Grenzflichenaktivitat und Adsorbierbarkeit von Adrenalin. 

Unsere Messungen der Grenzflichenaktivitat haben gezeigt, daB 
die G-Werte zur Beurteilung der Reinheit eines aktiven Stoffes wie 
auch zur Standardisation komplizierter pharmazeutischer Praparate 
dienen kénnen. Wir fiihren hier nur die zusammen mit Frau Cl. Rehbinder 
gemessene 6 und G verschiedener Adrenalinpraparate an. 

Reine kristallinische Adrenalinbase wurde immer in n/10 HCl gelést; 
lie sauren Adrenalinlésungen (d. h. Lésungen von Adrenalinsalzen) sind 
gegen Oxydation viel bestandiger') als alkalische Lésungen. 

Um zu untersuchen, ob die Adrenalinbase, d. h. Adrenalinmolekiile, 
oder aber die Adrenalinsalze (d.h. Adrenalinkation) grenzflichen- 
aktiver sind (starker adsorbiert werden), haben wir einen kleinen 
KOH-UberschuB zu den untersuchten Lésungen hinzugefiigt (vgl. 
Abb. 2 und Tabelle VII). 


Das reinste synthetische Praparat — Suprarenin von vorm. Meister 
Lucius und Briining hat sich an der Grenze wasserige Lésung/Luft 
als ganz inaktiv, an der Grenze wiisserige Lésung/C,H, aber als aktiv 
erwiesen, jedoch nicht sehr stark (s. Tabelle VII und Abb. 2). 

AuBerdem wurde natiirliches Adrenalin (aus Nebennieren) unter- 
sucht, welches im Moskauer Institut fiir Endokrinologie hergestellt 
worden war und nach Versuchen von Dr. S. M. Pawlenko*) eine gleiche 
physiologische und pharmazeutische Aktivitat wie das benutzte Supra- 
renin hatte. Durch gewéhnliche Analyse wurden in diesem Praparat 
keine organische Beimengungen nachgewiesen. 

Seine wasserige Lésung 8,5: 1000 zeigt an der Grenze mit Luft 
eine 6= 50 erg/qem (fiir reines H,O ist 6= 72,8). An der Grenze 
Lisung /C,H, aber erwies sich natiirliches Adrenalin als auBerordentlich 
aktiv (s. Tabelle VII), namlich 38mal (!) aktiver als Suprarenin HCl. 
Diesen Unterschied kann man durch Spuren analytisch nicht nach- 
gewiesener, auBerst grenzflachenaktiver (lipoidahnlicher) Stoffe erklaren. 

Abb. 2 und Tabelle VII zeigen deutlich, daB die Adrenalinbase 
bedeutend aktiver als das Adrenalinsalz ist. 

Spezielle Messungen zeigen, daB Adrenalin in C,H, unldéslich ist (es 


geht aus der H,O-Phase in die Benzolphase praktisch gar nicht iiber). 





1) Da alle Messungen mit unserem Apparat nach einer Tropfen- bzw. 
Blasendruckmethode ausgefiihrt wurden, so konnte man bei Blasendruck- 
messungen H, oder N, anstatt Luft (an der Grenze Lésung/Gas) verwenden. 
An der Grenze Lésung/C,H, schiitzt die Benzolschicht die Lésung vor 
jeglicher Oxydation; letztere ist jedoch nur mit dem Schwinden des Adre- 
nalins, aber nicht mit dem Auftreten neuer aktiver Stoffe verbunden. 

®) Herrn Dr. S. M. Pawlenko spreche ich fiir die iiberlassenen Adrenalin- 
praparate meinen besten Dank aus. 
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Tabelle VII. 
Grenzflichenaktivitaét verschiedener Adrenalinpraparate an der Gre: 
wasserige Lésung/C, Hg. 





: @ 9 im ergiqem 
¢ in %/o der - 
Adrenalinbase Adren. nativ. Supraren Supraren. 
in O0.1ln HCl in 0.1n HCl in 0.1n KOH 




















0 32.1 32.1 32.1 
0,050 24.6 —_— _ Die Advowties der Supra, 
0.100 20.9 31.8 30.7 reninbase c = 0,65 
0.200 16,2 31,5 29.4 miei <a 
0,300 12.6 on ithe r= 21.1014 - a 
€ 2. c 
0.400 10.4 31.1 26.6 Grenzilache 
0,590 8.6 30.8 25.3 
0.890 3.0 30.0 21,4 
6 Supraren, HCL 
& 
Ss? 3 
¥ Supraren. Basé 
5 
ed 
S 
S 
8 
= Formylviolett 
yo J 
2 Qdrenalin nat. 
<S 
r Konzentration des Adrenalins in Yo ° 
Q2 Q4 a6 08 
4 i i i i 
Q02 Q04 Q06 G06 
Honzentration a. Formylviolets bezwm fosins in Yo 
Abb. 2 
o—cesKurven von aktiven Farbstoffen und von Ad li t Tr flache Wasser: 





Benzol. 1. Formylviolett, 2. Eosin, 3. Suprarenin-Base, 4. —. HCI, 5. Adrenalin nativ. 


Wir glauben, daB die biologische Wirkung des Adrenalins noch bei 
sehr kleinen Konzentrationen, wenn auch nur teilweise, durch seine Ad- 
sorption an den Trennungsflachen erklairt werden kann. Wenn in der Lésung 
c = 0,65°, = 0,036 Mol/Liter ist, so ist an jedem 1 qem der Grenzfliche 
wisserige Lésung/Benzol ein Uberschu8 von 2,1 .10' Adrenalin-Molekiilen 
vorhanden’). 


Zusammenfassung. 


1. In vorliegender Arbeit ist gezeigt, daB die Grenzflachenaktivitat 
eines aktiven Stoffes an der Grenze zweier Phasen mit dem Polaritats- 


1) U ey er ee ee ee (speziell von Adrenalin 
und von Farbstoffen) an Trennungsflichen verschiedener Polaritét werden 
von uns weiter fortgefiihrt. 
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unterschied dieser Phasen immer zunimmt; so sind z. B. manche auch 
biologisch wichtige Stoffe, wie Farbstoffe, Adrenalin, Fettsiuren (siehe 
8.28), an der Grenze H,O/Kohlenwasserstoff (Petrolither, Benzol) 
viel grenzflachenaktiver, d.h. starker adsorbiert als an der Grenze 
H,O-Lésung Luft (Dampf). 

2. Es ist gezeigt, daB der Polaritaétsunterschied zweier fliissigen 
Phasen, welche die Grenzflachenaktivitét an ihrer Trennungsfliche 
bestimmt, durch den Unterschied in der Léslichkeit eines gegebenen 
Stoffes in beiden Phasen, wie auch durch die Grenzflichenspannung 
6,.)9 zwischen diesen Phasen in reinem Zustande bestimmt werden 
kann. Die Aktivitéat G = re an der Grenze zweier fliissiger Phasen 
andert sich dem 6 -Wert parallel. Wenn Wasser der Reihe nach an 
Phasen verschiedener Polaritat (wie Hexan, C,H,, Olivenédl) grenzt, 
oder selbst durch andere weniger polare hydroxylhaltige Fliissigkeiten 
ersetzt ist, so andert sich G mit der anfanglichen Grenzflichenspannung 
6,0) (fiir einen und denselben zwischen beiden Phasen verteilten aktiven 
Stoff) sehr regelmaBig, G nimmt namlich mit (6,)9, d.h. mit dem 
Polaritatsunterschied beider Phasen stets zu. 

Es ist von uns schon frither gezeigt worden, daB die G = “ auf 
der Seite der wasserigen Phase um so gréBer ist, je kleiner die Di- 
elektrizitatskonstante des aktiven Stoffes ist. 

3. Es wird die Abhangigkeit der Verteilung des aktiven Stoffes 
zwischen zwei Phasen von seinen Grenzfldchenaktivitdten an beiden 
Seiten der Trennungsfliche nachgewiesen. 

4. An dem Beispiel von Adrenalin ist gezeigt worden, daB die 
Grenzflachenaktivitatsmessungen als analytische Methode zu Reinheits- 
prifungen angewandt werden kénnen. Natiirliches Adrenalin erwies 
sich an der Grenze H,O/C, H, viel aktiver als das synthetische Pri- 
parat; die Suprareninbase wird staérker adsorbiert als die Suprarenin- 


salze. 











Messungen der Temperaturabhingigckeit der Oberflichenenerzie 
von Lésungen und biologischen Fliissigkeiten zur Bewertung 
der Oberflichenaktivitit gelister Stoffe. 


Von 
P. Rehbinder. 


(Aus dem Institut fiir Physik und Biophysik, Moskau.) 
(Eingegangen am 28. April 1927.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In dieser Mitteilung will ich zeigen, daB es bei Untersuchung von 
Lésungen und biologischen Fliissigkeiten sehr zweckmaBig ist, ihr 
Oberflachenspannung (6) in Abhangigkeit von der Temperatur (7 
zu messen. 

1. Wie bekannt, nimmt bei chemisch reinen Fliissigkeiten dir 
Spannung 6 mit 7 fast linear ab, d.h. ihr Temperaturkoeffizient 

06 
OT 
fast unabhangig. ‘Daraus tolgt, daB die sogenannte gesamte Oberfldchen- 


, 


, 6 , , :' . 
energie &€ = 6 — T 5 , ( = Arbeit der isothermen Bildung einer Ober- 


: y [in der Gleichung 6 = 6, — yt')] ist von T in weitem Bereich 


ee , ; 06 
flacheneinheit : (6) + Warmeeffekt dieses Prozesses gq = — T 3 7) kon 
; ee 
stant, d. h. in weitem Intervall von 7 fast unabhangig ist (, 7 “0 


Unsere Messungen (seit 1923) der 6 von Lésungen vieler ober- 
flichenaktiver Stoffe bei verschiedenen ¢ zwischen 0 und 100°C? 
haben aber gezeigt, daB sich ihre Oberflachenspannung mit ¢ nicht 
linear, sondern nach bestimmten charakteristisch gekriimmten Kurven 


06 ; 
andert, d. hh. daB y= — und die Funktion ¢ fiir Lésungen aktiver 


a] 


1) Durch T bezeichnen wir die absolute Temperatur, durch ¢ aber 
Temperatur in Grad Celcius; 7 = t + 273. 
2) P. Rehbinder, Zeitschr. f. phys. Chem. 111, 447, 1924. 
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Stoffe nicht mehr konstant sind, sich aber mit 7 haufig sehr stark 
andern (s. Abb. 1 und Tabelle 1). 


Tabelle I. 


deo 
(in erg gem) und von y = — x T { in 


r deo erg qem ) 
{nderung von @, € a— j 


T °C 
mit 7 fir einige wasserige Lisungen an der Grenze mit Dampf (Luft). 





ha ee 00 20° 4 6 80 


1. Reines Wasser 


75,97 72,75 69,55 66,28 - 
) 
1=—y7 + 0,16 + 0,156 + 0,165 + 0,165 _ 
é 120,2 118,2 121,2 121,2 — 
2. n Valeriansiure c 0,15 Mol/Liter in H,0-Lésung (stark aktiv). ' 
0 efate 42.6 40,05 39,1 38,6 38,5 
+ 0,2 + 0,08 + 0,086 + 0,012 + 0,005 
97,2 63,5 50,4 42.6 40,3 


3. p-Kresol (1,4) ¢ 0,05 Mol/Liter in HyO-Lisung (stark aktiv). 


52.6 52.55 53,0 53.95 54,5). 
) 
+ 0.02 — 0.02 — 0.08 — 0.04 — 0.01! 
Ps ess. we 58,1 46,7 43.6 40.6 51,0 


4. p-Kresol, ¢ 0,1499 Mol/Liter in Hy O-Lésung. 


38,6 37,8 38,0 39,4 41,7 , 
+ 0,07 + 0.02 — 0.04 — 0,10 0.12 
57,7 43,7 25,5 6.1 — 0,7 


5. NaCl in Hy O-Lésung (inaktiv). 
immt mit ¢ linear ab (bei « 0,5 — 2,0 Mol Liter); fiir ¢ = 0,5 Mol/Liter: 
76,87 — 0,158 ¢t (zwischen ¢ — 0° u. 60°C). y — + 0,158 u. ¢ = 120,9(vgl.1). 


*) o nimmt mit T zu. 


Dieser interessante Unterschied der Temperaturwirkung auf die 
Oberflachenschicht von Lésungen und von reinen Fliissigkeiten haben 
wir durch das Vorhandensein von Adsorptionsschichten an der Grenz- 
fliche von Lésungen erklart. 


Eine der zwei Lésungskomponenten') wird an der Oberflache 
adsorbiert, und dadurch setzt sie die 6 herab. Dann muB die Tem- 

') Die weniger polare, d. h. welche die kleinere Dielektrizitats- 
konstante hat. 
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peratur nicht nur direkt auf die Spannung 6, sondern auch auf (ie 

Adsorption (7) und durch die Veranderung dieser letzteren Griie 

auf 6 wirken. [’ nimmt aber mit 7 immer ab, und dies bedingt eine 

mehr oder weniger bedeutende Zunahme von 6, d.h. eine Kriimmung 
der Kurven 6 = f(t) nach oben 













_~ 

2 s. Abb. 1). 

P _preines Wasser 4 (s 
5 NS In der Tat nimmt nach de 
5 § bekannten Gibbs schen Gleichung 
&8 , it ‘ Ao 1 oe 
“ft —_— I c:-—- -, die Spannung 
18 dsungen Ae RT 

verminderung Jo infolge der Adsorp. 





tion mit zu. Je aktiver die geléste: 
Stoffe sind, d. h. je ausgeprigter / 








Vie age (die Adsorption) ist, desto starker 

3 } 1 sind die Kurven ¢ = f(t) gekriimmt 
und desto schroffer andert sich die 

s " Lae . da 

$ akfive | Lasungen 4 Funktion ¢« = ¢ 2 < , mit 7’. 

8 | < 

tr : : , 

PS | Dieses zeigt, daB die Messungen 

. der Oberflichenspannung bei ver- 

| « =—— schiedenen Temperaturen besonders 

0 im 


ne bei aktiven (biologischen) Fliissig- 
Typische Formen der o— t-Kurven (I reines keiten von unbestimmter Konzen- 
Bao J Karren (4 nines HO. Saktive tration bei Bewertung ihrer Akti. 
Lésungen). vitat eine wichtige Rolle spielen 

kénnen. _ 

Wenn I mit 7 sehr stark abfallt, kann 46 so steil fallen, daB die 
Spannung der aktiven Lésung mit 7 nicht wie gewéhnlich abnehmen, 
sondern (in einem gewissen, t-Bereich) zunehmen wird. Das haben wir 
in der Tat bei Untersuchung einiger sehr aktiver aromatischer Stoffe, 
wie Phenol, o-, m- und p-Kresole, Hydrozimtsaure und andere gefunden 
(s. Abb. 1 und Tabelle 1). 

2. Die Fahigkeit des aktiven gelésten Stoffes 6 zu vermindern, 


46 
welche wir durch die Grenz- bzw. Oberflachenaktivitét G c 
/ 06 . si ; ' : 
(= 4, ausgedriickt haben’), andert sich mit der Versuchs- 


1) P. Rehbinder, Zeitschr. f. phys. Chem. 111, 447, 1924. A. Gyemart 
nennt (in der Tabul. biolog. 2, 147, 1925) ,,spezifische Oberflachenaktivitat” 
die Konstante ,,o‘‘ in eincr Gleichung spezieller Form (¢ = ¢,— blno.: 
fiir 0 = f(c). Leider folgen viele aktive Stoffe (nimlich solche, welche ein 


f ad... : , . : 
Maximum von @ i bei kleinen ¢ zeigen) dieser Gleichung durchaus 


nicht; darum geht in diesen Fallen der ,,o‘‘-Begriff verloren. Die Definition 
der Oberflacheraktivitat G aber hat eine allgemeine Bedeutung. 
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temperatur 7’ und bei stark aktiven Stoffen manchmal sehr stark. Sie 
wigt bei einer bestimmten JT = T7,,, ein Optimum (einen Maximalwert) 
G=G, (da bei T =0 und bei JT = T, — in kritischem Punkte — 
(}=0 wird), dessen Lage (7',,) von der 
Natur des aktiven Stoffes wie auch von 
der Konzentration c abhangt, und folg- 
lich (bei verschiedenen c) irgendwo im 
ganzen T’- Bereich liegen kann (s. Abb. 2). 


Demnach muB auch Jo (die der 
\ktivitat G annahernd proportionale 
Ordinatendifferenz zweier Nachbar- 
kurven o f(t) im o—t- Diagramm 
\bb. 1) irgendwo zwischen T = 0 
abs. Null) und 7 T, (kritischer 
Punkt) ein Maximum haben; im experi- 
mentell untersuchten 7J'-Intervall (0 bis 
100° C, d. hh. 273 bis 373° abs.) kann aber 
lo l. abnehmen (dann liegt ihr Maximum 
bei Tm < 273° abs.) oder 2. zunehmen 
dann wird Jo bei héheren 7 ein Maxi- 
mum haben und darauf abfallen) oder Abb. 2. 
aber endlich 3. ein experimentell nach- Anderung der G = 7° (oder 40) mit T 
weisbares Maximum haben (s. Abb. 2. o 
Tabelle IT). 








0 Im 00% 


bei verschiedenen Konzentrationen des ober 
flachenaktiven Stoffes. 


Tabelle II. 


Anderung der Oberflachenaktivitat G (oder Ao in ergqem) mit 7. 





ened 0° 20° 4° 60° 80° 
1. NaCl in Hy, O-Lisung, Ac 0,5 — 0,0 (inaktiv). 
i elas — 091 — 0,90 — 0.90 — ().92 —_ *) 


2. p-Kresol (1,4) in Hy O-Lisung, Ac 0,05 — 0,03 (stark aktiv). 
WN ates 4,7 5,6 6.0 5,1 4.0 


*) @ ist von T unabhangig. 


3. Die Oberflichenschichten von Lésungen inaktiver, die 6 des 
Lisungsmittels etwas erhéhender Stoffe, haben dieselben thermischen 
Eigenschaften wie bei reinen Fliissigkeiten: Ihre ¢ nimmt mit 7’ linear 


06 
ab und die GréBe ¢ ist von T fast unabhingig (y= — aT 
s. Tabelle I und II). 


const) 

Dieses verschiedene Verhalten aktiver bzw. inaktiver Stoffe kann man 
leicht erklaren: Die Adsorption (J) waichst mit ¢ zunidchst rasch und strebt 
lann einem Grenzwerte I’ zu. Wenn I praktisch erreicht ist, d. h. bei 
gesittigter Oberflachenschicht, so ist, wie wir gezeigt haben, die Adsorption 


3* 
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(Ix) von 7 fast unabhangig, und die Lésung verhalt sich ganz wie 
reine Fliissigkeit. In Lésungen inaktiver Stoffe mu8 man das Lésungsmitt 
selbst (d. h. Wasser) als oberflichenaktiv ansehen’); bei nicht zu grove: 
Konzentration des Gelésten ist die ¢ des Lésungsmittels (¢ay,) sehr g 
und die Schicht ist mit dem Lésungsmittel ,,gesattigt‘‘; die Eigenschafte 
(die Werte von y, € u. a.) dieser Schichten, welche nur durch Zustand und 
Zusammensetzung der Schicht bestimmt sind, miissen fast dieselben wi 
bei reinem Wasser sein. 

Unserer Meinung nach kann eine solche charakteristische Wirkung 
der Temperatur auf Oberflachenschichten von Lésungen als experi 
menteller Beweis des realen Vorhandenseins von Adsorptionsschichten 
die durch die Gibbssche Formel bestimmt sind, angesehen werden. 

Dr. N. Wwedensky, welcher mit unserem Apparat einige biologiscl 
Fliissigkeiten untersucht hat, hat unter anderem gezeigt, dab aktiv 
biologische Fliissigkeiten den oben beschriebenen GesetzmaBigkeiten 
unterliegen”). 

1) Siehe die Arbeit des Verfassers, ,,Wasser als oberflachenaktiver 
Stoff, Zeitschr. f. phys. Chem. 121, 103 bis 126, 1926. 

2) Erscheint demniachst im Druck. 
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Uber die Oberflachenaktivitit des Farbstoffs Trypanblau 
an verschiedenen Grenzflichen. 
(Ein Beitrag zum Permeabilititsproblem.) 


Ve ym 
N. Okuneff. 


(Aus dem Moskauer Institut fiir Physik und Biophysik.) 
(Eingegangen am 10. Mai 1927.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Seitdem die stalagmometrischen Untersuchungen von Hodber') 
und von Traube und Kdéhler*) gezeigt haben, daB keine Beziehung 
besteht zwischen der Oberflachenaktivitét der meisten Farbstoffe an 
der Grenzflache Wasser— Luft und ihren Eigenschaften, in die lebendige 
Zelle einzudringen, wird allgemein angenommen, daB fiir das Aufbauen 
emer Adsorptionstheorie der Vitalfarbung bisweilen kein tatsachliches 
Material vorhanden ist. Aber mit Recht bemerkt Héber*) am anderen 
Orte, daB fiir die Deutung biologischer Erscheinungen die Versuche 
mit den Oberflichenspannungsmessungen an der Grenzfliche Wasser 
—Luft relativ wenig Bedeutung haben. Begegnen wir doch im Organis- 
mus einer solchen Grenzflache — die Lungenendothelien ausgenommen — 
fast nirgends. Entschieden mehr Wert wiirden Versuche haben mit 
den Bestimmungen der Grenzflichenspannung von Farbstofflésungen 
an der Grenzfliche zweier unmischbaren Flissigkeiten. Koénnen wir 
doch das System Zellprotoplasma—AuBenwasser schlechthin als ein 
System zweier nicht. véllig mischbaren Fliissigkeiten betrachten. DaB 
die Farbstofflésungen an verschiedenen Grenzflachen im allgemeinen 
auch verschiedene Grenzflichenaktivitaét zeigen kénnen, ist a priori 
nicht unwahrscheinlich. Neben den oben angefiihrten Untersuchungen 
von Héber und von Traube und Kéhler seien vor allem die Versuche 


') R. Héber, diese Zeitschr. 67, 420, 1914. 

*) J. Traube und F. Kéhler. Internat. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 
2, 197, 1915. 

3) R. Héber, Physikalische Chemie der Zelle und Gewebe, 5 Aufl., 
1924, S. 507. 
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von W.C. Mac Lewis) erwihnt, der schon seit langem zeigen konnt; 
daB mehrere an der Grenzfliche Wasser—Luft wenig aktive Farbstoffe 
(Kongorot, Methylorange, Rosanilin, Kristallviolett) an der Grenzfliche 
Wasser —Kohlenwasserstoffél in ganz betrachtlichen Mengen adsor)biert 
werden. Vor kurzem konnte P. Rehbinder*) zeigen, daB Eosin und 
Fuchsin an der Grenzfliche Wasser—Benzol viel deutlicher kapillar. 
aktiv sind als an der Grenzfliche Wasser—Luft. 


Gerade fiir die kolloidalen sauren Farbstoffe, deren Aufnahn: 
von den Zellen weder die Poren- noch die Lipoid- noch die Reaktions. 
theorie der Permeabilitét zu erkliren vermag, ware es von grobe 
Bedeutung, die Bedingungen der Adsorption an der Grenzfliche zweie: 
unmischbaren Fliissigkeiten zu bestimmen. 


Aus diesen Griinden schien es mir interessant, eine Reihe von 
Versuchen anzustellen, die zeigen sollten, ob und inwiefern der viel. 
gebrauchte saure kolloidale Vitalfarbstoff Trypanblau an verschiedenen 
Grenzflichen adsorbiert wird bzw. die Spannung an ihnen erniedrigt 
Vor allem galt es festzustellen, ob der genannte Farbstoff eine Spannungs- 
erniedrigung an der Grenzfliche Wasser—Lipoid bzw. Lipoidléiser 
bewirken kann. 

Die Ausfiihrung derartiger Versuche der Grenzflichenspannungs. 
messungen war mir dadurch erleichtert, daB im hiesigen Institut von 
Prof. Dr. P. Rehbinder ein sehr bequemer Apparat nach der modifizierten 
Cantorschen Maximalblasen- bzw. Tropfendruckmethode konstruiert 
worden ist; dieser Apparat macht exakte Messungen der Spannung an 
der Grenzfliche zweier Flissigkeiten wie auch an der Grenze Fliissigkeit 
—Luft sehr leicht ausfihrbar. 


; Methwdik. 


Auf die Beschreibung der Einzelheiten der genannten Methodik wi! 
ich an dieser Stelle nicht eingehen, da sie geniigend ausfiihrlich vom Ver 
fasser selbst beschrieben worden sind’), Nur mu ich bemerken, dab dir 
Beobachtung der Tropfenbildung in konzentrierteren Trypanblaulésunge: 
infolge ihrer fast totalen Undurchsichtigkeit sehr erschwert war. In solchet 
Fallen urteilte ich iiber das etwaige AbreiBen des Tropfens von dem 
Kapillarspitzenende entweder nach dem plétzlichen sprunghaften Sinken 
des Fliissigkeitsniveaus in der Kapillarspitze (Betrachtung in Horizontal 
mikroskop) oder aber nach dem Anprallen des abgerissenen Tropfens cle! 
spezifisch leichteren Fliissigkeit an die deutlich sichtbare Grenzschicht de! 
beiden Fliissigkeiten (Trypanblaulésung—Lipoidléser bzw. Lipoid). Natiir- 


1) W.C. McLewis, Phil. Mag. 15, Ser. 6, 499, 1908. 
2) P. Rehbinder, Schriftliche Privatmitteilung, erscheint demnachst in 
Druck in dieser Zeitschrift. 

3) Derselbe, Journ. de biolog. et de méd. exp. IV, 14, 939. Moskau 
1927 (russisch). Wird auch in der Zeitschr. f. phys. Chem. verdéffentlicht 
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lich muBte dabei die Grenzschicht von oben her stark belichtet werden 
Bogenlampe). Als Lipoidléser wahlte ich Petroleumather (Kahlbaum, 
spezifisches Gewicht 0,66 bis 0,68) und Benzol (Kahlbaum, z. Anal.), als 
Lipoidreprésentant Oleum olivarum (gewéhnliches pharmazeutisches Pra- 
parat). Zu meinen Versuchen benutzte ich folgende Handelspraparate von 
Trypanblau: ,,Karl Hollborn“, ,,Héchst“, ,.V.F.L.“ und ,,May and 
Backer“). Bereits an dieser Stelle sei erwihnt, daB nennenswerte Unter- 
schiede die Versuche mit verschiedenen Praparaten des Farbstoffs nicht 
ergaben. 


Eigene Untersuchungen. 
A. Grenzflache Wasser— Luft. 

Was diese Grenzfliche betrifft, so konnte ich durch meine Versuche 
die bereits nachgewiesene*) Inaktivitat des Trypanblaus nur bestatigen. 
Dieses gilt sowohl fiir schwache (1: 1000) als auch fiir konzentrierte 
(an der Grenze der Léslichkeit), wiasserige Lésungen des Farbstoffs. 
So erhielt ich z. B. in einer Reihe von Versuchen fiir den Maximal- 
blasendruck p (in Millimetern der Wassersiule), welcher der Ober- 
flachenspannung proportional ist, folgende Werte (mittlere ¢ == -+ 24°, 
Beobachtung sofort nach der Bildung der Grenzfliche): Reines Wasser: 
p= 27,2, 27,0, 27,1, 27,2, 26,7, 26,8; Mittelwert: 27,0. 1°, wiasserige 
Trypanblaulésung: p = 27,2, 27,1, 27,0, 27,0, 26,9, 26,9; Mittelwert: 
27.0. Nun hat aber unlingst P. Rehbinder*) gefunden, daB die Ad- 
sorption einiger wasserléslichen Farbstoffe (so z. B. des Eosins) an der 
Grenzflache Wasser—Luft sich sehr langsam vollzieht: Die Kinetik 
des Grenzschichtsattigungsprozesses erstreckt sich haufig auf etwa 
50 Stunden; nur nach dieser Zeit tritt Gleichgewicht ein. Somit kénnte 
vielleicht das negative Resultat meiner Versuche dieser Gruppe davon 
herrihren, daB die Beobachtungszeit zu kurz gewahlit war fiir die 
Adsorption an der Grenzschicht Wasser —- Luft eines so schwer diffusiblen, 
hochkolloidalen Farbstoffs,. wie es Trypanblau ist. Weitere Unter- 
suchungen in dieser Richtung sind daher sehr wiinschenswert. 


B. Grenzflache Wasser— Benzol. 

Die Werte fiir den Maximaltropfendruck in meinen Grenzflachen- 
spannungsmessungen an der Grenzfliche Wasser—Benzol sind in 
Tabelle I dargestellt. Da fiir die Grenzflache Wasser—Benzo] die 
Spannung auch in absoluten Einheiten (erg/qem) bekannt ist *), konnten 


1) An dieser Stelle méchte ich den betreffenden Firmen meinen Dank 
fir die Bereitwilligkeit aussprechen, mit der sie mir Farbstoffpraparate 
fiir meine Untersuchungen zur Verfiigung stellten. 

2) R. Héber, diese Zeitschr., |. c. 

’) Schriftliche Privatmitteilung. 

*) Siehe bei Gyemant, Tabul. biol. 2, 147, 1925; G. N. Antonow, Journ, 
de Chim. physique 5, 372, 1907. 
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die Mittelwerte meiner Bestimmungen ebenfalls in absoluten Einheiten 
ausgedriickt werden (s. rechts die letzte Ziffernkolumne). 





Tabelle J. 
Werte fiir den Maximal. Mittel- ( 
(t0 = + 220) Grenzfliche: tropfendruck in mm der ‘wen in abs 
Wassersaule — Eint 


_ {| 96, 92, 102, 98, 94, 95, 


Reines Wasser— Benzol ! 95,3 32.6 


92, 94 
1% Trypanblaulésung in Wasser—Benzol 54, 55, 54, 53, 53, 53 53,6 183 
0,5% ‘ * 7 . 57, 57, 58, 57, 57, 57 | 57,1 195 
0.25% , . m . 70, 69, 68, 71, 69,69 69.3 237 
0,10% a ° . 86, 85, 87, 84, 85, 86 854 202 
OO%  » ‘ ‘ a 98, 92, 98, 92, 98, 92 | 92,5 31/ 
0,025% , m - . 93, 94, 93, 94, 95, 95 | 94,1 322 
0,010% , a . ¥ 96, 95, 95, 95, 95, 95 | 95,1 | 32.6 


~ 


Die angefiihrten Zahlen (s. auch Kurve 2 in Abb. 1) zeigen, dag 
an der Grenzfliche Wasser-Benzol der Farbstoff Trypanblau eine 
deutliche Grenzflichenaktivitat zeigt: in se?ner Anwesenheit ist dic 
Grenzflachenspannung fast doppelt so klein wie ohne ihn (18,3 absolute 
Einheiten statt 32,6). Solchen EinfluB tibt Trypanblau in starken 
(1%) Lésungen aus. Da aber die Differenz zwischen den Grenzflichen. 
spannungen in 1%, bzw. 0,5°%, Lésungen eine sehr kleine ist, ist man 
berechtigt anzunehmen, daB es praktisch schon bei weit schwacheren 
Konzentrationen als 1 % zur Sattigung der Adsorptionsschicht kommt ') 


40 
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b—c»Kurven fiir die Grenzflachen: Trypanblaulésung—Petrolather (I), Trypanblaulésung— Benz 
(I) und Trypanblaulésung—Olivenédl (III). Auf der Abszisse sind die Konzentrationen der 
Trypanblaulésung in °/», auf der Ordinate Grenzflachenspannungen in erg/qcem abgelegt 


1) Uber die Bedingungen der Sattigung von Adsorptionsschichten 
siehe P. Rehbinder, Zeitschr. f. physik. Chem. 111, 447, 1924; 121, 121, 1920. 
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Tabelle 11. 





3 Ae CG 
c C= - » UF 
5 nemo Ae GréBe, welche proportional der 
in abs. Einh. der Grenzflachenspannung a Farbstofts 
0.025 60.0 1,50 
0.050 99,0 4,50 
0.100 120.0 12,00 
0.150 103.3 15.59 
0.200 86.3 17,25 
0,250 74,0 18,50 
0.390 66.6 20.00 
0,350 59,3 20,75 
0.400 53,2 21,30 
0,450 47.7 21,50 
0.500 43.5 21,75 
0,550 40,0 22) 
0.600 36.6 22.00 


Das eben Gesagte tritt besonders klar vor Augen, wenn man aus 
den erhaltenen Zahlen und entsprechender Kurve (Kurve 2, Abb. 1) 


den Ausdruck der ..Oberflachen- baw. Grenzflachenaktivitat’’ nach 








P. Rehbinder) (= G- <a =) ' 
Oc Ae 
berechnet. Nur muS8 man statt der S ab b 
molaren die einfache prozentige Kon- = 
zentration nehmen, da Trypanblau S$ [ 
bekanntlich hochkolloidale Eigen- §& 
schaften besitzt. Der Ausdruck ab 
= 
wo A6 die der Konzentra- 
de a 
tionszunahme Ac entsprechende Ver- Monzentration in Yo 
minderung der Grenzflachenspannung , a2 : 2a 
bedeutet, wird aus der gefundenen ma 6 
Kurve (II, Abb. 1) berechnet. Dann ©. @néeitinem the de Qube: 


Trypanblaulésung—Petrolather (a) und 
pee : Trypanblaulésung—Benzol (b). Auf der 
aktivitat an der Grenze Wasser Abszisse sind die Konzentrationen der 


—Benzol Werte, welche in der Ta- pre ere ay Bi Mg pry ae 
belle 11 zusammengefaBt sind. Wenn 

man nun die Werte fiir C .G, d. h. GréBen, die proportional den Adsorp- 
tionsmengen des Farbstoffs in Prozenten sind, auf der Ordinate ablegt. 
auf der Abszisse aber die entsprechenden Konzentrationen der Farbstoff- 
lésungen, so erhalt man eine Adsorptionskurve (s. Kurve b, Abb. 2), 
die zeigt, daB bereits bei den Konzentrationen von 0,55 bis 0,60°%, die 


erhalten wir fiir die Grenzflachen- 


1) P. Rehbinder, Zeitschr. f. physik. Chem. 111, 447, 1924. 
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Grenzschicht fast vollstandig gesattigt ist; die Grenzflichenaktivi:,: 
des Farbstoffs ist somit eine bedeutende. 

Ferner ist es interessant, daB die Adsorption von Trypanblau (nach 
Gibbs-Thomsonschem Prinzip) auf der Grenzfliche Wasser— Benzo! 
auch merklich von der Zeit beeinfluBt wird. In Versuchen namlich 
wo Grenzflachenspannungsmessungen nach verschiedenen Zeitinte 
vallen ausgefiihrt wurden, erhielt ich fiir den Maximaltropfendruck wi: 
folgt (¢ +. 22° Trypanblau in 1%, Wasserlésung): 


Tabelle 111. 





Zeit Werte fiir den Maximaltropfendruck 0 

Std. in mm der Wassersaule A Mittelwerte in abs. Einheiter 
0 54, 34, 538, 34, 38 53.6 18.3 
3 47, 46, 48, 47, 46 46.8 16,0 
8 40, 41, 40, 40, 40 40,2 13,7 

24 39, 38, 38, 36, 37 37,5 123 


Eine deutliche Erniedrigung 
der Grenzflachenspannung mit 
der Zeit ist nicht zu verkennen 
(vgl. auch die entsprechende 
zg, Kurve Il, Abb. 3). 

Die Zahlen der Tabelle III 
und Kurve II, Abb. 3, zeigen 
daB mit der Zeit sich ein ge wisses 
Gleichgewicht zwischen den drei 





erg/c 


m2 
8 
oe if 





6 in 








Zeit in Stunden r . manhis 
' vad f A ; Komponenten (H,0, Trypanblau 
8 6 24 C,Hg) eixstellt. Dann ist der 
Abb. 3. Wert von 6 am kleinsten’). 
A- of Eee Se Ga Gaasiien: Diese letzten Resultate sind 


Trypanblaulésung — Petrolathber (I) und Try- : 
panblaulésung—Benzol (Il). Auf der Abszisse um so interessanter, da alte 


sind Stunden abgetragen, auf der Ordinate . = i : 
die Grenzflachenspannungen in ergiqem. -rypanblaulésungen, das heibt 
mehrere Tage vor der Grenz- 


flachenspannungsmessung vorbereitete, im allgemeinen deutlich ge- 
ringere Grenzflichenaktivitét an der Grenzfliche Wasser— Benzo! 
zeigen, als die frisch hergestellten. So erhielt ich: 


1) Natiirlich ware es theoretisch richtiger, auch die GréBen ,,G* und 
»C.G* (s. oben 8.41) aus den Grenzflichenspannungswerten nach cer 
Erreichung des Gleichgewichts zu berechnen. Leider aber konnten «ir 
entsprechenden Versuche aus rein technischen Griinden nicht ausgefulrt 
werden. SchlieBlich wird doch der Unterschied zwischen den beiden Werten 
fiir G bzw. C .G@ [bei t (Zeit) = 0 und t = oo} nicht allzu groB sein und fii 
die Wiedergabe des allgemeinen Charakters der Farbstoffadsorption an cer 
Grenzfliche Wasser—Benzol geniigt die oben angefiihrte Adsorptionskurve 
(fiir, = 0) vollstandig (vgl. dazu Agn. Pokels, Ann. de Phys. (4) 8, 854. 1902 
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Tabelle IV. 
Alter Werte fiir den Maximaltropfen- , o 
der Farblésung druck in mm der Wassersaule Mittelwerte in abs. Einheiten 
Frisch hergestellt 58, 54, 538, 54 53.6 18.3 
24 Stunden 69. 70. 69, 68 69.0 23.6 
48 » i ie ee oe 76.5 26,1 


Natiirlich wurden dabei die Farblésungen ohne Beriihrung mit 
Benzol aufbewahrt. 

Bekanntlich wird auch das Vitalfarbungsvermégen von Trypanblau 
mit zunehmendem Alter immer schlechter, wahrscheinlich infolge 
zunehmender Neigung zur Polymerisation'). 


C. Grenzflache Wasser— Petroldther. 

Fiir Versuche mit Benzol und Petrolither wurde ein und die- 
selbe Kapillarspitze benutzt. Deswegen konnte man die in Versuchen 
mit Petrolather erhaltenen Werte fiir den Maximaltropfendruck auch 
in absoluten Einheiten der Grenzflichenspannung  ausdriicken 





6 ” 32,6 95,3 : , S 
[-° = Po. gegebenenfalls = —— )- Somit erhielt ich: 
6, Py x 127.6 
Tabelle V. 
Werte fiir den Maximal- | Mittel a 
(t®© = + 25°) Grenzfliche: tropfendruck in mm der a "| in abs 
Wassersaule — Einh 
97. 128. 128. 126 = " 
Reines Wasser—Petrolither i“ Ae, —{ oa 126, |127,6 43.6 
1°, Trypanblaulés. in Wasser—Petrolither , 68, 67, 68, 64, 64,67 66,3 22.6 
0.5% _ = ss = 67, 67, 68, 68, 66, 69 67.5 23.1 
0.25% i o " - 88, 87, 89, 86, 87,88 | 87,5 29,9 
7 }) 105, 106, 107, 105, \yo- a ae 
0.10% m - . e 106. 103 105,38 36,0 
~o { 112, 113, 114, 113, F — 
0,09% 9 . » » 114, 113 113,1 38,7 
) ORO | 119, 119, 118, 118, ) 
0.025% . rs os ™ 119. 120 j118,9 40.8 
126, 127, 126, 125, or ’ 
001% , am F son 037 |126,1 43.1 


Die Zahlen der Tabelle V zeigen, daB der Farbstoff Trypanblau 
auch an der Grenzfliche Wasser—Petrolither kapillaraktive Eigen- 
schaften zeigt. Denn der Zusatz vom Farbstoff (1°) erniedrigt die 
Grenzflachenspannung um etwa das Doppelte: 22,3 absolute Einheiten 
mit Trypanblau und 43,6 absolute Einheiten ohne den Farbstoff (siehe 
auch Kurve I, Abb. 1). 


1) W. Schulemann, diese Zeitschr. 80, 1, 1917. 
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Diese von mir erhaltenen Werte mit den Zahlenangaben von 
W.C. Mc Lewis!) betreffs der Grenzflachenaktivitat des Farbstoffs 
Kongorot an der Grenzflache Wasser—Petroleum zu vergleichen, jst 


interessant. 


Setzen wir die Grenzflachenspannung an der Grenzflache 


mit dem reinen Wassers in beiden Fallen = 100 und berechnen die 
entsprechenden Werte fiir die Grenzflachenspannung der beiden Far). 
lésungen, so erhalten wir: 


Tabelle V1. 





Konzentration 
0 


0 
0.25 
0.10 
0.05 
0,02 


Trypanblau 


67.8 
92.0 
92.9 
94,2 


Kongorot Reines Wasser 
77.5 100 
77,5 100 
86.5 100 
91,3 100 


In staérkerer Konzentration wirkt also starker das Trypanblau, 
in schwacheren das Kongorot. Auch fiir die Grenzflache Wasser —Petrol- 


ather kann 


der Rehbindersche 


Ausdruck der Grenzflaichenaktivitit 


des Farbstoffs Trypanblau berechnet werden. Man erhilt: 


Tabelle VII. 





Aa 


y bi ste CC. 
si teria . v= Ac GréBe, welche proportional der 
abs. Einh. der Grenzflichenspannung § Adsorptionsmenge des Farbstoffs 
, in > in “/9 ist 
VU U 
0,025 60,0 } 1,59 
0,050 100.0 5,00 
0,100 175.0 17,50 
0,150 140,0 21,00 
0,200 115.0 23,00 
0,250 96,0 24,00 
0,300 87.3 24.25 
0,350 70.0 24.50 
0,400 61.3 24.59 


Die Zahlen und die entsprechende Adsorptionskurve (s. Kurve a, 
Abb. 2) zeigen, daB die Sattigung der Adsorptionsschicht bei sehr 
niedriger Konzentration — bereits bei der Konzentration von etwa 


0,35 bis 0.40%, — eintritt. 


Vergleicht man die beiden Adsorptions- 


kurven von Trypanblau an den Grenzflichen Wasser—Petrolather 
und Wasser—Benzol (Kurve a und b der Abb. 2), so erhalt man den 
Eindruck, als wire die Aktivitaét des Farbstoffs an der Grenzflache 
mit Petrolather gréBer als an der Grenzflache mit Benzol. Interessanter- 


1) W.C. Mc Lewis, 1. 
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weise ist dort auch die Grenzflachenspannung gréBer (43,6 absolute 
Einheiten und 32,6 absolute Einheiten). 

Auch in Versuchen mit Petrolither konnte ich den EinfluB der 
Zeit auf die Adsorption des Farbstoffs nach Gibbs-Thomsonschem 
Prinzip an der Grenzschicht beobachten. Fiir verschiedene Zeitintervalle 
erhielt ich namlich folgende Werte fiir 6 (f = + 23,0°, Trypanblau in 
1°, Wasserlésung) : 

Tabelle VIII. 





Zeit Werte fiir den Maximaltropfendruck o 

Std. in mm der Wassersaule Mittelwerte in abs. Einheiten 
0 66, 67, 66, 66 66,2 21.6 
3 60, 61, 61, 61 60,7 20,6 
s 58, 57, 57, 57 57,2 19,1 

24 51, 50, 5&i, 451 50,7 17,2 


Die Zahlen der Tabelle VIII zeigen, daB die Einstellung des Gleich- 
gewichts zwischen den drei Komponenten Farbstoff, Wasser und Petrol- 
ather Zeit erfordert. Auch fiir die Grenzfliche Wasser— Petrolither 
findet eine schwache, aber deutliche Grenzflachenspannungserniedrigung 
mit der Zeit statt (vgl. Kurve I, Abb. 3)?). 


D. Grenzflache Wasser—Olivendl. 


Versuche mit der Grenzflaichenspannungsmessung an der Grenz- 
fliche Wasser—Olivenédl ergaben folgende Resultate: 





Tabelle 1X. 
2 Werte fiir den Maximal: Mittel a 

(t° = + 22,5) Grenzfliche tropfendruck in mm der in abs. 
Wassersaule were Einh. 

Reines Wasser—Olivenél . . ..... 64, 63, 65, 65, 63, 63 63,8 21,8 
1% Trypanblaulés. in Wasser—Olivendl 41, 40, 40, 41, 41, 41 | 40.6 13,9 
05% ” ° - ™ 41, 43, 41, 42, 41, 40 413 14,1 
0.25%, a i: a - 45, 44, 45, 44, 44. 44 443 15.1 
0,10°,, a sé a = 51, 50, 51, 51, 51, 51 50.8 17,3 
0,05% a * - 57, 56, 58, 55, 56,57 56.5 19.3 
0,03%, ee * eS a 60, 58, 59, 58, 58, 60 | 588 20,6 
0,01%, if ¥ % ss 63, 63, 61, 63, 62, 62 | 623 213 


Die angefiihrten Zahlen zeigen (vgl. hierzu Kurve III, Abb. 1), daB 
auch an der Grenzfliche Olivenél—Wasser Trypanblau oberflichen- 
aktiv ist: Die Anwesenheit des Farbstoffs im Wasser (1°) verursacht 
eine Erniedrigung der Grenzflichenspannung von 21,8 absoluten Ein- 
heiten auf 13,9, also ungefaihr auf ein Drittel. Der absolute Wert der 


1) Siehe hierzu Agn. Pockels, |. c. 
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Grenzflachenspannungserniedrigung ist also etwas kleiner als bei Petro}. 
aither und Benzol (vgl. Kurven I, Il und III, Abb. 1). 

Und dennoch muB die Kapillaraktivitat von Trypanblau an de 
Grenzflache Wasser—Olivenél als eine sehr bedeutende bezeichnet 
werden. Denn wie aus den oben angefiihrten Zahlen der Tabelle |X 
ersichtlich ist, kommt es schon bei sehr niedriger Konzentration fast 
zur vollstandigen Sattigung der Adsorptionsschicht. Das oben Gesagte 
tritt deutlich vor Augen, wenn man aus den gefundenen Zahlen den 
Ausdruck der ,,Grenzflaichenaktivitat“ (P. Rehbinder, |. c.) wie oben 
berechnet und C .G@ = f (c) graphisch darstellt (s. Kurve Abb. 4). 





Tabelle X. 
ec G= 7 C.G 
. . Ae GréBe, welche proportional der 
Konzentration " abs. Einh. der Grenzflachenspannung Adsorptionsmenge - Farbstoffs 
0 = y in “/o is 
0 
0,025 20.0 5.00 
0,050 19.0 9.50 
0,100 13,0 13,00 
0,150 90 13,50 
0.200 70 14.00 
0,250 57 14,25 
0,300 48 14,50 
0,350 41 14,50 
20r- 
Wie es die Zahlen der Tabelle X und 
6 fr die Kurve Abb. 4 zeigen, ist die Adsorp- 
< 7 tionsschicht schon bei der Konzentration 
SUP von 0,30 bis 0,35 °%, vollstandig gesattigt 
iS Die Grenzflichenaktivitit des Farbstoffs 
8 ist somit groB. 
x Konzentration in Yo 
ear Te als ak ot 








Pos 4 ” Als diese Arbeit bereits beendigt war, 


OG —~ edie . eae erhielt ich von Herrn Prof. Dr. P. Reh- 
Grenaflache: Trypanbleue hinder die Privatmitteilung, daB es ihm 


lésung—Olivenél. Auf der ' . : 
Abszisse sind die Konzen- gelungen war, mit Hilfe von Trypanblau 


trationen der Trypanblaue als Emulgator bestindige Emulsionen 
lésung in °'9 abgelegt, auf - : 
der Ordinate die Gréfen aus Wasser und Benzol zu_bereiten 


C.@ @. Tent Darin kénnte man einen anderen Beweis 


fiir die Grenzflichenaktivitat des genannten Farbstoffs an der Grenz- 
flache Wasser—Benzol erblicken’). 


1) Vgl. P. Rehbinder, Journ. d. russ. phys.-chem. Ges., phys. Teil, 55, 
524, 1926. 
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Zusam menfassung. 


Die Resultate der oben angefiihrten Versuche zeigen, daB der 
Farbstoff Trypanblau inaktiv an der Oberfliche Wasser—Luft ist 
und trotzdem starke kapillaraktive Eigenschaften an den drei unter- 
suchten Grenzflachen auBert, nimlich an den Grenzflachen Wasser 
-Petrolather, Wasser—Benzol und Wasser—Olivenél. Solch ein 
Unterschied in der Grenzflichenaktivitét an verschiedenen Grenz- 
flachen wurde auch fiir andere Stoffe gefunden. So wird z. B. Trauben- 
zucker trotz seiner Oberflicheninaktivitét an der Grenzfliche Wasser 

Luft an Tierkohle stark adsorbiert [Héber')]. Neuerdings konnten 
Brinkmann und Szent-Gydrgyi*) zeigen, daB im Gegensatz zur Grenz- 
flachenspennung wiasserige Lésung—Luft die Grenzflichenspannung 
wasserige Lésung—Petrolather deutlich durch die Milchséure erhéht, 
durch Alkali erniedrigt werden kann. Unlangst konnten dieselben 
Verfasser zeigen, daB Sauerstoff und Ammoniak, die gegen Luft sicher 
inaktiv sind, die Spannung an der Grenze Wasser—Petrolather er- 
niedrigen®), Fiir Trypanblau speziell kénnte dabei seine stark aus- 
gesprochene kolloidale Natur von Bedeutung sein. Es ist interessant, 
daB die Adsorbierbarkeit des Farbstoffs Trypanblau an den drei ge- 
nennten Grenzflichen eine verschieden starke zu sein scheint.. Wie 
es der Vergleich der betreffenden Konzentrationskurven (s. Abb. | 
Kurven I, Il und IT1) und Adsorptionsthermen (s. Abb. 2, Kurvena und b, 
und Abb. 4) zeigt, erniedrigt Trypanblau besonders stark die Spannung 
des Wassers gegen Petrolither, schwacher gegen Benzol und am 
schwachsten gegen Olivenél. Es i&t interessant, daB die Grenzflachen- 
aktivitaten von Trypanblau im groBen und ganzen parallel der GréBe 
der Grenzflachenspannung an den betreffenden Grenzflachen zu sein 
scheinen. Denn nach meinen Versuchen verhalten sich die Grenzflachen- 
spannungen an den Grenzflachen Wasser — Petrolaither, Wasser — Benzol 
und Wasser—Olivenél wie 4:3:2. In demselben Verhaltnis stehen 
auch die Grenzflachenaktivitaten. Ahnliche Beobachtungen hat auch 
P. Rehbinder betreffs der Grenzflichenaktivitéten der p-Kresol- und 
der n-Butterséurelésungen gemacht*). Es kénnte dabei unter anderem 
auch die chemische Beschaffenheit der an Wasser grenzenden Substanz 
von Bedeutung sein; enthalt doch z. B. das Olivendél in seinem Molekiil 
Carboxylreste und kann deshalb dem Wasser gegeniiber als weniger 


1) R. Hoéber, Phys. Chem. d. Zelle u. Gewebe, 5. Aufl. 1924, 8. 508. 

*) Brinkmann und v. Szent-Gydrgyi, Proc. Physiol. Soc. 1923; Journ. 
of Physiol. 57. 

8) Dieselben, zitiert nach Hober, Phys. Chem. d. Zelle u. Gewebe, 6. Aufl., 
1926. 

*) P. Rehbinder, Schriftliche Privatmitteilung, erscheint demnachst 
in dieser Zeitschrift. 
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, polarer’* Kérper betrachtet werden als z. B. das Benzol, welches noch 
dem einfachen Typus CnHm gebaut ist. Wie dem auch ist, sinkt de 
Polaritaétsunterschied gerade in derselben Richtung wie auch die Grenz 
flachenaktivitat : 


. > oe 
H,O |_| H,O _ H,O 
Kohlenstoff ~ Benzol ~ Olivendé! 


{vgl. dazu P. Rehbinder')). 

Moglicherweise hingt davon auch die theoretische Léslichkeit des 
Trypanblaus in gebrauchten Fliissigkeiten ab (praktisch ist die Léslich. 
keit des Farbstoffs in Petrolither, Benzol und Olivenél = 0 zu setzen 
Und wir wissen aus den jiingst gemachten Untersuchungen von P. Reh. 
binder*), eine wie enge Beziehung zwischen Verteilung und Grenz. 
flachenaktivitait eines Stoffes besteht, wenn es sich um die Grenzflach: 
zweier Fliissigkeiten handelt. 


Vor einigen Jahren konnte ich zeigen*), daB Trypanblau, in die 
Bauchhéhle des Kaninchens eingefiihrt, in durchaus typischer Weise 
sich im Blute und Lymphe des Versuchstieres anreichert. Merkwiirdiger- 
weise verliuft aber die Anhiufung des Farbstoffs im Blute bedeutend 
langsamer als die gleichzeitige Konzentrationsabnahme der Farbstoff. 
lésung an dem Einfiihrungsorte selbst*). Schon damals*) habe ich 
vermutet, daB diese Beobachtung vom Standpunkt einer Adsorption 
eines bedetitenden Teiles des Farbstoffs von den Geweben des Perito- 
neums selbst zu deuten ist. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 
Versuche geben dieser Annahme eine neue Stiitze. Denn in Versuchen 
mit der Einfiihrung von Trypanblaulésungen in den Peritonealsack 
haben wir ja ganz allgemein den Fall, wo der genannte Farbstoff mit 
der Grenzfliche zweier unmischbaren fliissigen Phasen auf einer groBen 
Strecke in Beriihrung kommt. Von diesen beiden fliissigen Phasen ist 
die eine das Lésungswasser, die andere das Protoplasma der Peritoneal- 
zellen. Gerade an der Grenzfliche der beiden unmischbaren Phasen 
kann es, wie aus den Versuchen dieser Arbeit folgt, zu einer Anhaufung 
des Farbstoffs kommen. Und dieses trifft auch zu. Denn bei cer 
Sektion der betreffenden Versuchstiere fiel es stets in die Augen, dal 
das Peritoneum iiberall sehr stark blau gefarbt war, und zwar schon in 
den ersten Stunden nach der Farbstoffinjektion, wenn die tibrigen 


1) P. Rehbinder, Schriftliche Privatmitteilung, erscheint demnachst 
in dieser Zeitschrift. 

*) Derselbe, Journ. d. russ. phys.-chem. Ges., phys. Teil, 58, 524, 1926 

3) N. Okunef/, diese Zeitschr. 147, 103, 1924. 

4) Derselbe, ebendaselbst 149, 534, 1924. 
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Gewebe der Versuchstiere noch fast ganz farblos waren. Fiir die An- 
nahme einer lokalen Adsorption an dem Einfiihrungs- bzw. Resorptions- 
ort bei intraperitonealer Einfiihrung von Trypanblau sprechen somit 
mehrere Tatsachen. 


Vielleicht kénnten die gemachten Beobachtungen der Grenz- 
flachenaktivitat von Trypanblau an verschiedenen Grenzflachen auch 
eine allgemeinere Bedeutung haben. Betreffs der Adsorptionstheorie 
der Vitalfarbung bemerkt namlich Hodber (|. c.), daB die Grundlagen, 
auf denen sie sich bauen lieBe, noch zu schaffen sind, denn ,,die stalag- 
mometrisch festgestellten Werte fiir die relative Oberflachenspannung 
der Farblésungen zeigen keinerlei Beziehung zu ihren physiologischen 
Kigenschaften“. Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche zeigen 
aber, daB die Verhaltnisse ganz anders sein kénnen, sobald man die 
Spannung der Farblésungen nicht wie sonst nur gegen Luft, sondern 
auch an den biologisch wichtigeren Grenzflichen zweier unmischbaren 
Fliissigkeiten bestimmt. Unter solchen Bedingungen zeigt z. B. der 
Farbstoff Trypanblau, dessen vitalfirbende LEigenschaften auBer 
jeglichem Verdacht sind, starke Grenzflachenaktivitét. Vor allem muB 
die Fahigkeit des Farbstoffs Trypanblau, die Spannung an der Grenz- 
fliche Wasser—Olivenél, also Lipoid, zu erniedrigen, in Betracht 
gezogen werden. Denn eine solche Versuchsanordnung kommt dem 
.Modellversuch* (Héber) schon ziemlich nahe. ‘Wird doch vom heutigen 
Standpunkt der Adsorptionstheorie der Permeabilitaét aus der adsor- 
bierenden Protoplasmaoberfliche eine dlartige Beschaffenheit zu- 
geschrieben (Hdber, |. c., 5.508). Es liegt somit der Gedanke nahe, 
daB die Aufnahme des kolloidalen und li poidunléslichen Farbstoffs Tr ypan- 
blau von den Zellen auf den Wegen der Adsorption geschieht, und zwar 
dank der Adsorption des Farbstoffs an den lipoidenthaltenden Teilen des 
Protoplasmas. Eine solche durch direkte Bestimmungen der Grenz- 
flachenaktivitat von Trypanblau an der Grenzflache Wasser—Lipoid 
unterstiitzte Annahme erlaubt, die Erscheinungen der Vitalfdrbung auch 
vom Standpunkt der Adsorptionserscheinungen zu betrachten. 


Denn bei den modernen Anschauungen betreffs der Permeabilitat 
wird gerade den Adsorptionserscheinungen die gréBte Bedeutung 
zugeschrieben. Dank den bekannten Beobachtungen von Loewe!) und 
von Freundlich und Gann*) lassen sich heutzutage selbst die Er- 
scheinungen der eventuellen Lipoidléslichkeit einiger Substanzen eher 
als Adsorptionsvorgang deuten. DemgemaB ist, wie Héber (1. c.) trefflich 


1) S. Loewe, diese Zeitschr. 49, 150, 207, 1912. 
*) H. Freundlich und Gann, Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 2, 
1, 1915. 
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bemerkt, eine Trennungslinie zwischen ,,Adsorption™ und ,,Verteilung 
schwer zu ziehen. Und der Versuch, den Krebs und Wittgenstein! 
machten, die Hauptanschauungen itiber die Permeabilitaét zu cine 
,allgemeinen Adsorptionstheorie zu vereinigen, ist vollstandig be. 
rechtigt. 

Aber gerade im Versuch, die Lipoidtheorie mit der Oberflachen 
aktivititstheorie (7raube) zu einer ,,Adsorptionstheorie“ zu vereinigen 
stéBt man auf eine Schwierigkeit. Es ist eben, wie Héber (1. c.) bekennt 
iiber die Adsorbierbarkeit an Lipoid selbst kaum etwas bekannt. Dies: 
wichtige Liicke kénnte vielleicht durch die hier beschriebenen Versuch 
einigermaBen ausgefiillt werden. 


SchluBfolgerungen. 


1. Der Farbstoff Trypanblau erweist sich als oberflicheninaktiy 
an der Grenzfliche Wasser—Luft, und als stark kapillaraktiv an den 
Grenzflachen: Wasser— Benzol, Wasser—Petrolather, Wasser —Oliveno! 

2. Die Grenzflichenspannung an den genannten Grenzflichen 
wird durch Zusatz von Trypanblau (zum Wasser) bis auf 50°, ver. 
mindert, wobei die Erniedrigung der Grenzflachenspannung gesetz. 
maBige und typische Abhangigkeit von der Konzentration des Farb. 
stoffs und vom Alter der Grenzschicht oder der Farblésung selbst zeigt 

3. Aus den aufgezihliten Grenzflachen zeigt Trypanblau die gribte 
Grenzflachenaktivitat an der Grenzfliche vom Wasser gegen Petrol. 
aither, eine kleinere an der Grenzflache Wasser—Benzol, die kleinste 
an der Grenzfliche Wasser—Olivendél. In derselben Reihenfolge stehen 
die absoluten GréBen der Grenzflichenspannung an den betreffenden 
Grenzflachen. 

4. Die gemachten Beobachtungen kénnen von Bedeutung sein 
fiir das Aufbauen einer Adsorptionstheorie der Vitalfarbung und fir 
das endgiiltige Verschmelzen der Lipoid- mit der Oberflachenaktivitats. 
theorie der Permeabilitat. 


Herrn Prof. Dr. P. Lasareff, Direktor des Instituts fiir Physik und 
Biophysik in Moskau, in dem meine Arbeit ausgefiihrt wurde, bin ich 
fiir die Uberlassung aller nétigen Hilfsmittel und sein standiges Interesse 
fiir meine Arbeit zu aufrichtigem Danke verpflichtet. Herrn Prof 
Dr. P. Rehbinder bin ich fiir die allgemeine Leitung der Arbeit, fiir 
wertvollste Ratschlige und fiir giitige Durchsicht des Manuskripts 2u 
besonderem Danke verpflichtet. 


1) H. Krebs und A. Wittgenstein, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 212. 
282, 1926. 
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Uber den Einflu6 erhdhter Calciumzufubr 
auf die dystrophische Nierenverkalkung beim Kaninchen. 


Von 
Igor Remesow. 


Aus dem Institut fiir arztliche Fortbildung in Leningrad und aus der 
experimentell-biologischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 10, Mai 1927.) 


Der EinfluB der intravenésen sowohl wie der peroralen Zuafuhr 
von Calciumsalzen wird bereits seit langem von einer Reihe von Forschern 
witersucht, und das Problem ist fast allseitig erforscht: Heubner und 
Rona (1), Freudenberg (2), Gydrgy (2), Dadlez (3), Jungmann-Samter (4), 
Hecht (5), Liesegang (6), Hollo (7), Bickel (8), van Eweyk (8), Astanin (9). 


Es ist hier nicht der Ort, die ganze gewaltige Literatur, wenn auch nur 
die der letzten Jahre, die diesem Problem gewidmet ist, aufzuzihlen. Ich will 
nur in aller Kiirze hervorheben, daB ich ungeachtet dieser groBen Zahl der 
Untersuchungen, die sich mit der Frage nach der Wirkung des Calciums, 
seiner Verbindungen im Organismus, namentlich im Blute usw. befassen, 
keine Arbeiten angetroffen habe, die dem Studium des Einflusses der ein- 
gefiihrten Caleciumsalze auf den ProzeB der dystrophischen Verkalkung 
gewidmet sind. Auf Grund meiner vorangegangenen Arbeit iiber diese 
Frage [Remesow (10)] und der Arbeiten von Rabi (11), Leroux (12) schien 
es mir von Interesse, den EinfluB von in verschiedener Weise (intravends, 
per os, subkutan) eingefiihrten Kalksalzen auf den ProzeB und den Verlauf 
der im Organismus in reiner Form (durch Unterbindung der renalen GefiBe 
beim Kaninchen) hervorgerufenen dystrophischen Verkalkung zu studieren. 
Zur Kontrolle bediente ich mich der Ergebnisse der friiheren Unter- 
suchungen iiber den Verlauf der dystrophischen Sklerose solcher Nieren bei 
Kaninchen [Remesow (10)] bei der reinen Form des ProzeBverlaufs (bei 
fehlender Einwirkung irgendwelcher sekundiren Faktoren). Was das 
3ild des Blutealeiums und die Verainderungen des Mineral- (Ca)- Stoff- 
vechsels bei Einfiihrung von Calciumsalzen in den Organismus betrifft, 
) waren fiir mich in dieser Beziehung die Arbeiten von Heubner- Rona (1) 
ind Astanin (9) maBgebend, die diese Frage sowohl an Kaninchen, Katzen, 
vie auch an Menschen sorgfaltig und eingehend studiert hatten. 


4* 











FO) I. Remesow: 


Insgesamt wurden von mir 24 Versuche angestellt, die in drei 
Versuchsgruppen zu je acht Tieren (Kaninchen) eingeteilt waren. An 
allen Tieren ist Dauerunterbindung des gesamten Inhalts des Hilus 
der linken Niere (Unterbindung der Arteria und Vena renalis sinistra 
mit Harnleiter) ausgefiihrt worden, wobei die Lebensdauer der operierten 
Tiere in jeder Gruppe dieselbe war: 2, 5, 10, 20, 30, 40, 50 und 60 Tage 
Bei der ersten Gruppe der Tiere wurde Ca in der Form von 10%, CaC,. 
Lésung intravenés, bei der zweiten Gruppe subkutan, bei der dritten 
als Cale. glycerophosphoricum (20%) per os eingefiihrt. Die (. 
Lésung wurde taglich eingefiihrt, und zwar etwa je 0,25 g Ca pro 
Kilogramm Ké6rpergewicht. Zur Einfiihrung dieser Lésungen bediente 
ich mich des Verfahrens von Heubner und Rona(l). Nach erfolgter 
Tétung der Tiere (durch Nackenschlag), vélliger Entblutung und nach 
ausgefiihrter Sektion wurden beide Nieren (die linke verkalkte und 
die rechte normale Kontrollniere) herausgenommen und chemisch 
auf ihren Gehalt an Ca nach der Mikromethode von de Waard (13) in 
der Remesowschen Modifikation untersucht. 


1. Versuchsgruppe. 


Hierher gehéren acht ausgewachsene Kaninchen, bei denen der Inhalt 
des Hilus der linken Niere unterbunden war und denen taglich je 0,25 g Ca 
pro Kilogramm Kérpergewicht in der Form einer 10°, wasserigen Lésung 
von CaCl, .6H,O krist. intravenés eingefiihrt wurden. Ungeachtet de: 
toxischen Erscheinungen, die bei einigen Tieren auftraten, fiihrten cliese 
Dosen niemals (bis auf einen Fall) den Tod der Tiere herbei. Die ermittelten 
Daten iiber den Verlauf der dystrophischen Verkalkung bei solchen Tieren 
sind in der Tabelle { zusammengestellt. | 

Es verlohnt sich, auf die ermittelten Befunde naher einzugehen. Der 
Ca-Gehalt in den verkalkten linken unterbundenen Nieren steigt sowol 








Tabelle I. 
# Linke Niere Rechte Niere 
2 ad ~ 
«3 3 “3 4 s 5% 4 
S a 2a <= Esl Ss <= 
3) 4 Gewicht 32 2 % Be 2 
S 2 des Tieres = 3% - e s& - Bemerkungen 
a oe ee 
“ = 5 é 3 5 é 
Tage mo %o mg mg-*/o | */o = me mg-°/o 
= a F Injiziert 
(10°) CaCl.) 
insgesamt 


2 1820—1840 846 6,811 0,3087 78,9 0,965 00,0724, Ca= 10% 
5 2000 84,8, 9,375 0,9785| 78,8; 0,905 0,0657 Ca= 25 
10 2050—1970 87,7, 8,703 0,7627 90,4) 1,238) 0,1712 Ca= 50% 


1 

; 

4 20 2050—2100 85,9 24,345 2.0206 86,5 0,756 0,0713 Ca = 10% 
5 380 2230—2410 77,9 114,691 9.2791 78,6 1,122 0,0521 Ca = 150% 
6 40 2200—2250 59,3 143,266 10,0116 84,6 1,747 0.1299 Ca = 200% 
7 50 | 2100—2805 35,6 | 243,124 10,0881 86,5 1,432 0.1416 Ca = 25%¢ 
8 60 2720—3100 49,2 | 178,157) 8,8109 81,8 23,218 1,0625 Ca = 50% 


un 
int 


de 
Or 


Ka 
Bh 


Vol 


unt 
Ad. 
har 


wie 
eing 
Cal 
Dal 
von 
an | 
viel! 
Rest 
dies 
Erge 
zur 
(die 
Ein 
Erge 





halt 


rCa 


sung 

der 
liese 
lten 
eren 


Der 


woh! 


ngen 








Erhéhte Calciumzufuhr auf dystrophische Nierenverkalkung. 53 


pl zentual wie absolut schon nach zweitdyiger Versuchsdauer scharf an 
und bleibt wahrend der ganzen Versuchsdauer ausgesprochen erhdht. Diese 
Zunahme des Ca-Gehalts in den operierten Nieren tritt besonders kra{ 
zutage beim Vergleich mit den Werten des Ca-Gehalts in denselben Nieren 
bei der reinen Verkalkungsform [Tabelle II meiner friitheren Arbeit'))]. 
Im Durehschnitt war der Ca-Gehalt bei den jetzigen Versuchen doppelt 
so hoch. Was die Feuchtigkeit der Nieren betrifft, so war sie nur unbedeutend 
gegeniiber den friiheren Versuchen ohne Zufuhr von Calciumsalzen herab- 
gesetzt. 

Bei der Betrachtung der rechten (Kontroll-) Nieren mu8 zunachst 
die ebenfalls krasse Zunahme ihres Kalkgehalts hervorgehoben werden, 
und zwar nicht nur gegeniiber der Norm, sondern auch bei Beriicksichtigung 
der relativen Vermehrung ihres Ca-Gehalts bei Kompensationshypertrophie 
[Remesow (10)). Die Zunahme des Ca-Gehalts setzt indessen in diesen 
Nieren bereits wahrend der ersten Tage ein und kann daher nicht auf eine 
Ca-Vermehrung infolge einer Kompensationshypertrophie zuriickgefiihrt 
werden, da diese erst etwa 20 bis 30 Tage nach der Operation nachweisbar 
ist. Die Kalkanreicherung in den normalen, keinem operativen Eingriff 
unterzogenen rechten Nieren kann lediglich auf die Wirkung der taglichen 
intravenédsen CalciumeingieBungen zuriickgefiihrt werden. Dies befindet 
sich in voller Ubereinstimmung mit den Beobachtungen von Kosta (14), 
der normalen Kaninchen ebenfalls CaCl, einfiihrte und in verschiedenen 
Organen, hauptsachlich aber in den Nieren erhéhten Ca-Gehalt gefunden hat. 

Durch diese Ergebnisse werden die Arbeiten von Heubner und Rona (1), 
Astanin (9) iiber Hyperealeimie nach intravenédsen Ca-Injektionen bei 
Kaninchen vollstandig bestaétigt, wobei in unseren Fallen, obwohl der 
Blutkalkspiegel nicht untersucht wurde, Hypercalcimie zweifelsohne 
vorliegt, und zwar bei lingerer Dauer (von 30 Tagen an) wahrscheinlich in 
 chronischem Zustande“. Die Anhéufung und Verrmehrung von Ca in der 
unterbundenen Niere ist besonders interessant. Ob es sich hie um die 
Adsorption von einer solchen Niere oder um andere Erscheinungen 
handelt, wird in einer spaéteren Arbeit behandelt werden. 


2. Versuchsgruppe. 


Diese zihlte acht ausgewachsene Kaninchen, an denen dieselbe Operation 
wie bei der ersten Gruppe ausgefiihrt, die Ca-Lésung aber subkutan 
eingefiihrt wurde. Es wurde taglich eine 10°, wiasserige Lésung von 
CaCl, .6H,O in denselben Dosen wie bei der ersten Gruppe eingefiihrt. 
Dabei muB8 hervorgehoben werden, daB bei solchen subkutanen Injektionen 
von Ca-Lésungen, namentlich bei langdauernden Versuchen, bei der Sektion 
an allen Einstichstellen zahlreiche nekrotische Herde in den Geweben, 
vielfach mit inkapsuliertem Eiter, sowohl im frischen Zustande wie auch 
Reste friiherer abgeklungener Nekrosen nachgewiesen worden sind. Aus 
diesem Grunde halte ich es nicht fiir angingig, die von mir ermittelten 
Ergebnisse ausschlieBlich auf die Wirkung des subkutan eingefiihrten Ca 
zuriickzufiihren, sondern méchte dafiir auch die sekundaren Erscheinungen 
(die multiplen Nekrosen im Organismus), die durch die Methode der Ca- 
Einverleibung verschuldet worden sind, mit verantwortlich machen. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle IT zusammengestellt. 


1) Diese Zeitschr. 168, 239, 1926. 
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Tabelle II. 
eS Linke Niere Rechte Niere 
5 : anaeleadieadinanti as 
a 3 | S ] 1 “a = 
3 = = 34 4a s 2a 2 
5 = G sht ~ [v} — = 
Bi) 3 | deters | § |) 32 | & | B) 2G) & |} Bemerkungen 
>i § 3 26 ve s | 36 S 
~ = <i r 3 z. * 
il - © Oo s Oo Oo 
Tage ry 9/9 mg mg*"/o = ®/9 mg mg-?/y 
Subkutan injz 
(10°95 CaCl, 
- : insgesamt 
9 2 2010 80,8 0,988 0.1441 | 83,1 0,247 | 0.0213 Ca 1,0 


10 5 1930—1890 81,4 2.828) 0,4900 80,4 0,117 | 0,0466 Ca 2.5 


11 10 1640—1510 84,6! 5,929 0.8200 81,7 0,872 | 0,0768 Ca = 50g 
12. 20 1910—1700 65,0) 10,630 | 0.5607 79,9 0,877 | 0,0742, Ca = 10,0 
13 30 1800—1850 | 79,6 98,272 4.4313 784 1,034 0,0793 Ca = 15,0g 


14 40 1760—2300 59.9 25,470 1,7116 75,6 1,110 0,0607 Ca = 20,0 
15 50 2200—2650 77,6 109,181 4,8658 81,9 2.273 0.1599 Ca = 250, 
16 60 2230—3359 18,5 199.772 5.1087 81.7 6,035 0.2706) Ca = 300g 


nau i 


Aus den in der Tabelle II angefiihrten Ergebnissen geht zunichst di 
vollig unregelmaBige Ablagerung von Ca in den linken verkalkten Nieren 
hervor. Die Ca-Gehaltswerte sind hier sprunghaft: bald sind sie kraB erhéht 
(Versuch 13), bald bedeutend herabgesetzt (Versuch 14). Hervorgehoben 
seien auch die Schwankungen der Wassergehaltswerte fiir solche Nieren 
Bei der Betrachtung der rechten Kontrollnieren kann festgestellt werden, 
daB ihr Ca-Gehalt im ganzen und groBen gegeniiber der Norm erhéht 
erscheint, aber nur in sehr unbedeutendem MaBe, zumal nur in den ersten 


Tagen. Von einer Erhéhung des Ca-Gehalts, wie wir sie in der ersten Gruppe 


gesehen haben, ist hier gar keine Rede. Abgesehen davon, da8 die Ansichten 
dariiber, ob bei dieser Art der Einverleibung von Ca-Salzen eine Caleimi 
iiberhaupt stattfindet, und ob sie von Dauer ist, bei verschiedenen Autoren 


noch vielfach auseinandergehen [Magnus (16), Heubner und Rona (1)), 


lassen sich durch die Ergebnisse unserer Untersuchungen keinerlei Ve: 
anderungen nachweisen, die unmittelbar auf einen EinfluB der Ca-Injektionen 


auf die dystrophische Verkalkung hinweisen kénnten. Uberdies darf auch 


die allgemeine Wirkung der durch die subkutanen Ca-EingieBungen ver 
ursachten Nekrosen auf den Organismus nicht iibersehen werden. 


3. Versuchsgruppe. 


Diese Gruppe zaihlte acht ausgewachsene Kaninchen, von verschiedenen 
Kérpergewicht, bei denen an der linken Niere dieselbe Operation wie be 
den ersten zwei Gruppen ausgefiihrt, Calcium jedoch per os eingefiihrt 
wurde. In Anlehnung an die Versuche von Heubner-Rona verwendete ici: 
Calcium glycerophosphoricum. 


Diese Substanz wurde den Kaninchen in einer in der Kalte hergeste!!ten 
20°, Lésung taglich durch die Sonde in den Magen in einer Dosis von }' 
05g Ca pro Kilogramm Kérpergewicht eingefiihrt. Zur besseren Ver- 
fliissigung des Priparats im Magen wurde unmittelbar nach seiner Ein 
gieBung durch dieselbe Sonde 10 ccm einer 0,85 °, physiologischen Kochsalz 
lésung eingefiihrt. Ubrigens erhielten die Kaninchen die iibliche Kost. 
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foxische Wirkungen (wie man sie bei intravenésen Injektionen beobachtete) 
wurden hier kein einziges Mal nachgewiesen. 
Die von mir ermittelten Ergebnisse sind in der Tabelle III zusammen- 
gestellt. 
Tabelle 111. 





- Linke Niere Rechte Niere 
& * = = ssieaeil 
3 = ~ ~ x ~ ~ 
ai¢ = .= F-4 3 it = 
sis = 24 = <4 2s = 
3s § Gewicht % 22 = % EK ry Bemesh: 
si 3 des T = =O re 20 O merkungen 
si # es Tieres 3 S= < ¢ S* . 
> ° 2 L~ o) 20 © 
2 « <<" = s =m = 
= ~~ 1S) = ~ ~ 
Tage g %Fp mg 0 0 "lo mg ( 
Ca per os 
insgesamt 


17 2  $250—3200 81,9 4,737 04808 80,0 0,971 0,0511 Ca= 100g 
is 5 1670—1660 840 7,105 0,6058 76.2 0,970'0,0703 Ca= 250g 
19 10 1540—1500 83,9 12,791 0.9595 79,5 1,735,0,0988 Ca= 500g 
20 20 2800—3050 81,9 11,594 0.8204 81,1 1,025 0,0678 Ca = 1000g 
21 30 3250—3050 81,0 12,681 0,6618 79.4 1.478/0,0725 Ca = 1500g 
22. 49 1810—1900 54.8 52,661 1,8491 83,9 1,364 01041 Ca = 2000¢ 
23 50 3100—3300 | 53,5 29,106 1.3860 83,6 4,794 | 0,385: Ca = 250,0¢ 
24 60 3400—3320 31,0 52,984 1,8991 80.2 12,174 04395 Ca = 300,0g 


In bezug auf den Ca-Gehalt der linken operierten Nieren sei zunachst 
folgendes hervorgehoben: Die Kalkablagerung erfolgt hier im allgemeinen 
sehr triage; nur in den ersten Tagen ist sie erhéht, bei langerer Dauer des 
Versuchs ist sie gering, indem sie nicht einmal die Werte erreicht, die in 
den Nieren bei der reinen Verkalkungsform gefunden werden. Dasselbe 
gilt fiir die Feuchtigkeit. Eine klare Vorstellung kann man sich nur von dem 
ersten Teil der Ergebnisse machen. Wie Heubner und Rona (1) gezeigt 
haben, ruft die perorale Einfiihrung von Kalksalzen in den Magen emen ge- 
wissen Grad von Caleémie bei Kaninchen hervor (bis 20 mg-°,, und dariiber 
hinaus); diese Caleémie ist indes nur von ,,primérem Charakter‘. Koch (17), 
Herzfeld (18), Rona (1) glauben, da8 man durch Fiitterung mit Kalksalzen 
keine chronische Caleémie hervorrufen kann, daB wiederholte Einfiihrungen 
von Ca-Salzen in den Magen keine Calcimie herbeifiihren. Das erhellt 
in der Tat deutlich aus meinen Ergebnissen. Die Erhéhung des Ca-Gehalts 
in den unterbundenen Nieren bestatigt die Ergebnisse bei der ersten Gruppe 
und steht im Einklang mit den Beobachtungen von Rona (1). Nach den 
ersten Einfiihrungen von Ca in den Magen entsteht fiir kurze Zeit Calcimie, 
die aber nie chronisch wird, und bei dauernden Versuchen zeigt das Calcium- 
bild des Blutes keine Abweichung von der Norm. Das kann zur Erklaérung 
des weiteren Verlaufs der Verkalkung bei dieser Gruppe dienen; dagegen 
ist der niedrige Ca-Spiegel in den unterbundenen Nieren bei langer Versuchs- 
dauer, verglichen mit dem Verlauf des Prozesses ohne jegliche Einfiihrung 
von Ca-Salzen, dadurch nicht erklart. 

Bei der Betrachtung der rechten Nieren laBt sich eine &uBerst geringe 
Erhéhung des Ca-Gehalts nachweisen: eher kénnte man hier von einer 
leichten ,,Tendenz zu erhéhtem Ca-Gehalt™ sprechen. 


Die Ergebnisse dieser Versuchsgruppe zusammenfassend, mu8 hervor- 
gehoben werden, daB einerseits die normalen Organe (rechte Nieren) eine 
gewisse Tendenz zu erhéhtem Ca-Gehalt zeigen, wodurch zum Teil die 
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Versuche von Radi (11) bestétigt werden, welcher Mause mit Ca-Salze; 
fiitterte, und da®B andererseits die pathologischen Organe, die verkalkte 
Nieren, nur wahrend der ersten Tage (2 bis 5 Tage) erhéhte Anhaufung \,) 
Ca-Salzen zeigen, bei langerer Dauer der Versuche dagegen nicht nur ay; 
den bei dystrophischer Verkalkung iiblichen Ca-Gehalt zuriickgehen, sondern 
sogar relativ herabgesetzte Werte geben. 


Zusammenfassung. 


In kurzer Zusammenfassung der ermittelten Befunde gelangen 
wir in bezug auf das behandelte Problem, das seinem Wesen nach die 
Genese der dystrophischen Verkalkungen im Organismus betrifft, 21 
nachstehenden SchluBfolgerungen: 

1. Intravenése Injektionen von Ca-Salzen erhéhen bedeutend den 
dystrophischen VerkalkungsprozeB der unterbundenen Niere des Kanin. 
chens und bewirken auch in der zweiten normalen Niere Erhéhung 
des Ca-Gehalts. 

2. Die subkutanen Injektionen von Ca-Salzen, die mit multiplen 
Nekrosen an den Einstichstellen einhergehen, gestatten keine genauen 
Schliisse tiber die wirkliche Bedeutung der Veranderungen im Verlauf 
der Verkalkung, inwiefern sie als primaire Folgen der Caleiumzufuhr 
aufgefaBt werden diirfen. 

3. Fiitterungen mit Ca-Salzen fiihren in meinen Versuchen zu 
keiner deutlichen Erhéhung des Ca-Gehalts der dystrophischen Niere 

4. Bei allen Zufiihrungen von Ca-Salzen hat die gesunde Niere 
die Tendenz zu erhéhtem Ca-Gehalt. 

5. Die Sattigung der die Verkalkungsniére umgebenden Gewebe 
und wahrscheinlich des ,,Milieus‘ selbst mit aus dem Blute ausgefiillten 
Ca-Salzen iibt auf den Verlauf des dystrophischen Verkalkungsprozesses 
einen betriachtlichen EinfluB aus. 


Literatur. 
1) Heubner und Rona, diese Zeitschr. 98, 187, 1919. — 2) Freuden- 
berg-Gyérgy, ebendaselbst 110, 299, 1920. — 3) Dadlez, ebendaselbst 


168, 146, 1926. — 4) Jungmann-Samter, ebendaselbst 144, 265, 1924. 
5) Hecht, ebendaselbst 144, 270, 1924. — 6) Liesegang, ebendaselbst 145. 
149, 1924. — 7) Hollo, ebendaselbst 150, 496, 1924. — 8) Bickel-van Ewe yk, 
Arch. f. Balneol. u. med. Klimatol., Juli 1925, H. 1, 8. 3. — 9) Astanin. 
diese Zeitschr. 168, 234, 1926. — 10) Remesow, ebendaselbst 168, 239. 
1926. — 11) Rabl, Virchows Arch. 1926, 245. — 12) Leroux, Rev. gener. cles 
Se. Nr. 9, 8. 260, Mai 1925. — 13) de Waard, diese Zeitschr. 97, 186, 1919. 
14) Kost, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 1895. — 15) Okuneff, dies: 
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Zur Frage 
des Vorkommens von komplexen Kohlehydraten im Blute'). 


Il. Mitteilung: 


Uber die Wirkung von Takadiastase und Emulsin 
auf die Reduktionskraft des Blutes. 


Von 


E. Gabbe. 
(Aus der medizinischen Poliklinik der Universitat Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 13. Mai 1927.) 


Es ist eine viel umstrittene Frage, ob im Blute neben dem frei 
gelisten Zucker auch noch Zucker in einer gebundenen oder komplexen 
Form vorkommt. Schon Magendie (1) und dann Naunyn (2) fanden 
nach starkereicher Nahrung im Blute Stoffe, die sie auf Grund der 
reduzierenden Eigenschaften und der Garfaihigkeit nach Kochen des 
Blutes mit Saéuren bzw. nach Einwirkung von Fermenten als dextrin- 
artige Zuckerverbindungen ansprachen. Vor allem hat Lépine (3) in 
einer Reihe eingehender Untersuchungen den Nachweis zu liefern 
gesucht, daB neben dem freien Zucker, ,,sucre immediat‘, noch ge- 
bundener Zucker, ,,sucre virtuel“, im Blute regelmaBig vorhanden 
sei. Auf der Hydrolyse dieses gebundenen Zuckers soll die Zunahme 
an Reduktionskraft beruhen, welche teils beim Stehen des Blutes nach 
der Entnahme bei 58°, teils durch Einwirkung von Invertase oder 
Emulsin bei 39° und teils durch Sieden mit Fluorwasserstoffsiure 
zustande kommt. Zge (4) konnte indes mit ahnlicher Methodik das 
Vorkommen eines virtuellen Zuckers im Blute nicht bestatigen. 

Trotzdem gilt nach Hammarsten (5) die Frage des virtuellen Zuckers 
im Blute in Anbetracht der sehr umfassenden Untersuchungen von Lépine 
noch nicht als erledigt [vgl. auch v. Fiirth (6)]; auch Morawitz (6a) kam 
bei kritischer Wiirdigung der vorliegenden Befunde zu der Meinung, dab 
im Blute neben dem frei gelésten Zucker noch andere Kohlehydrate vor- 
kommen. Die gleiche Ansicht vertritt neuerdings Gigon (7) auf Grund von 
Versuchen, in denen der Gesamtkohlenstoff und der Gesamtstickstoff des 
Blutes vor und nach Darreichung von Zucker an Kaninchen neben dem 
freien Blutzucker bestimmt wurden. 


1) Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Gesellschaft 
zur Férderung der Wissenschaften an der Universitat Wiirzburg ausgefiihrt. 
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Die Untersuchungen Lépines sind bisher eigentlich nur von Ey: (4 
nachgepriift worden; Lépine hielt seine Annahme von gebundenem Zucke; 
im Blut am besten durch die Befunde gestiitzt, in denen durch enzymat isc}, 
Spaltung eine Zunahme der reduzierenden Substanzen im Blute nach. 
gewiesen werden konnte. Ege!) konnte bei der Einwirkung von Emulsin ay; 


Blut eine Vermehrung der reduzierenden Substanzen nicht feststellen-. 


die Versuche Eges kénnen jedoch nach dem heutigen Stande der Ferment 
forschung nicht als einwandfrei bezeichnet werden. Ege priifte namlic) 
die Wirksamkeit seines Ferments ohne Zusatz von Blut in rein wisserigey 
Lésungen, die 1°, von dem Glucosid Salicin enthielten; da solche Lésungey 
infolge des Gehalts an absorbierter Kohlenséure schwach sauer zu reagieren 
pflegen, so waren die Bedingungen fiir die Fermentwirkung in . diesen 
Kontrollversuchen giinstige, denn das Wirkungsoptimum des Emulsins 
liegt bei py 4,4; durch Alkalien wird das Ferment zerstért; bei py 8 ist 
es unwirksam [vgl. Oppenheimer (8)]. Bei der Einwirkung des Ferments 
auf Blut wurde jedoch die Wasserstoffzahl des Gemisches nicht beachtet; 
das an freier Luft stehende Blut weist bekanntlich infolge Abgabe von 
freier CO, sehr bald eine stark alkalische Reaktion auf; da ein Séurezusatz 
nicht stattfand, so waren die Wirkungsbedingungen fiir das Ferment in 
diesen Versuchen mit Blut ungiinstiger; es kann daher der negative Ausfal! 
der Versuche nicht als beweisend angesehen werden ftir das Nichtvorhanden- 
sein von Zucker, der durch das Ferment abgespalten werden kann. 

Es erschien daher notwendig, neue Versuche anzustellen, in denen 
die Wasserstoffzahl der Blutfermentmischung auf das Wirkungs. 
optimum des Ferments eingestellt war. Zu den Versuchen wurde 
zunachst ein Ferment gewahlt, das bisher noch nicht zu diesem Zwecke 
angewandt worden ist, namlich die Takadiastase. Dies Ferment ent- 
faltet besonders an héheren Kohlehydraten eine energisch spaltende 
Wirkung und wurde neuerdings éfter zur Untersuchung der Abbau- 
fahigkeit dextrinartiger Kérper angewandt [vgl. Lintner und Kirsch- 
ner (9)]. Die mit diesem Ferment angestellten Versuche hatten ein 
positives Ergebnis; die Reduktionskraft des Blutes nahm unter dem 
EinfluB des Ferments regelmaBig zu. Es wurde untersucht, bei welcher 
Wasserstoffzahl die Zunahme der Reduktionskraft durch das Ferment 
am gréBten ist; ferner wurde der EinfluB der Dauer der Ferment- 
wirkung und der Fermentkonzentration festgestellt. Weitere Versuche 
galten der Frage, ob die reduzierenden Substanzen aus den Bestand- 
teilen des Blutplasmas oder der Formelemente des Blutes durch das 
Ferment abgespalten werden. Im zweiten Teile der Arbeit wird iiber 
entsprechende Versuche berichtet, die mit Emulsin angestellt wurden 
Dabei wurde auch die Frage gepriift, ob die Stoffe, die durch das Ferment 
aus den Blutkérperchen abgespalten werden, durch Waschen mit 
Kochsalzlésung aus den Blutkérperchen herausgewaschen werden 
k6énnen. 


1) Ege scheint neuerdings zu anderen Ergebnissen gelangt zu sein, 
vgl. KongreBzentralblatt 45, H. 7, S. 383, 1927 (Original danisch). 
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I. Versuche mit Takadiastase. 


Die pflanzlichen Amylasen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer 
optimalen Wirkungsbedingungen von den tierischen vor allem dadurch, 
daB sie bei schwach saurer Reaktion am besten wirken, und daB ihre 
Wirkung durch den Salzgehalt der Lésung nur sehr wenig beeinfluBt 
wird [Oppenheimer (8)]. Diese Eigenschaften sind fiir Untersuchungen 
mit Blut insofern vorteilhaft, als sie gestatten, das Ferment bei einer 
Wasserstoffzahl wirken zu lassen, bei der die Glykolyse des Blutes 
unterdriickt wird; nach Rona und Wilenko (10) wird die Wirkung des 
givkolytischen Ferments bereits bei py 6,4 aufgehoben. Da das Blut 
iber noch andere Fermente enthalt, welche méglicherweise die Reduk- 
tionskraft desselben verindern kénnten, so war es nétig, zunachst zu 
untersuchen, ob die Reduktionskraft des Blutes allein schon durch die 
Aufbewahrung des Blutes bei saurer Reaktion und bei einer Temperatur 
von 37° eine Anderung erfahrt; kommt doch schon normalerweise im 
Blute Amylase, wenn auch nur in geringer Menge, vor. Die Unter- 
suchungen tiber die Blutamylase stammen durchweg aus friiherer Zeit ; 
die Wasserstoffzahl, bei der die Blutamylase ihre optimale Wirkung 
entfaltet, scheint bisher noch nicht bestimmt worden zu sein. Es soll 
indes auf diese Frage in dieser Mitteilung nicht naher eingegangen 
werden; die folgenden Versuche stellen Vorversuche dar, die zur Be- 
urteilung der Wirkung der Takadiastase und zur Wahl der richtigen 
Versuchsanordnung erforderlich waren. 


Tabelle I. 


Zusammensetzung der Puffergemische. 





a b c d e f ry 
1,n Natriumacetat ... . 2,0 20 20 2,0 | 2.0 20 20 
l,m Eosigefure...... — 03 06 12 | 24 48 96 
RU ec «6 02 + jaa 17,7 174 16.8 15.6 13.2 84 
Py (elektrometrisch) . . . 681 — 514, — 4,52 3,91 


Es wurden sieben Acetatpuffergemische hergestellt, wie Tabelle I 
niher angibt; die Wasserstoffzahlen dieser umfassen einen Bereich von 
px 6,81 bis 3,9; sodann wurden je 2,5cem Regulator versetzt mit 2,0 cem 
Aqua dest. und 0,5 ccm defibriniertem Blut; das Blut wurde so auf das 
Zehnfache verdiinnt ; die Konzentration an Natriumacetat war iiberall n/20. 
Die Blutmischungen wurden sodann mit je 2 Tropfen Toluol versetzt und 
12 bis 30 Stunden bei 37° im Brutschrank aufbewahrt. Darauf wurde in 
je 1,0 der Gemische die Reduktion nach der Methode von Hagedorn und 
Jensen (11) bestimmt; es wurden stets Doppelbestimmungen ausgefiihrt. 
Der Blindwert der entsprechend verdiinnten Puffergemische stimmte mit 
dem Blindwert reinen Wassers iiberein. Die Reduktionswerte wurden auf 
Glucose umgerechnet, bezogen auf das Blut im unverdiinnten Zustande, 
und die erhaltenen Zahlen von dem Zuckerwert, den das nicht mit Puffer 








60 E. Gabbe: 


versetzte Blut sogleich nach der Entnahme bei der Analyse liefert: 
Abzug gebracht; bei der Analyse des frischen Blutes auf Glucose wuri) 
dasselbe zuvor auf das Zehnfache mit Aqua dest. verdiinnt; dies geschia), 
mit denselben Pipetten, wie sie beim Ansatz der Blut-Puffermischunge) 
zur Verwendung kamen. Das Ergebnis zeigt Tabelle II. 


Tabelle 11. 
Anderung der Reduktionskraft des Blutes bei saurer Reaktion und 37 


n~ 





ec ~ 
< 3 >» Zunahme der Reduktion mit Puffergemisch 2 25 
2 Herkunft des Blutes | 322 — -~ <3; 
° 54 
> & a b ¢ d ¢ f ‘ - 
mee” ; Std. 
1 Kaninchen 134 -10 + 4+ 3-1 —- 9 —37/-39 12 
2 ° 110 |—25 +15 +21 +17 + 4 10 | + 32)| 17 
3 Mensch 100 |}—51 + 7 +19 +19 +15) + 22) +99) 20 
Pa (elektrometrisch) . - 7,47; — |5,35| — | 462; — | 3,98 


Die Buchstaben a bis g beziehen sich auf die entsprechenden Puffer 
gemische der Tabelle I; es wurden gemischt: 2,5ccm Puffer + 2,0 cem 
Aqua dest. + 0,5cem Blut. Die Reduktion ist auf Glucose (Milligramm. 
prozente) berechnet fiir das Blut im unverdiinnten Zustande; die Zahlen 
der Spalten a bis g stellen die Differenz: gefundener Zuckerwert minus 
Zuckerwert des nativen Blutes dar. Die py-Werte beziehen sich auf 
Versuch 3. 


Die Wasserstoffzahl wurde in den Gemischen durch den Zusatz 
des Blutes ein wenig nach dem Neutralpunkt zu verschoben, und zwar 
am stirksten bei a; die Verschiebung war um so geringer, je saurer die 
Reaktion war. In den a entsprechenden Proben war die Reaktion 
schwach alkalisch; dadurch trat bei diesen regelmaBig eine Abnahme 
des Zuckergehalts infolge von Glykolyse ein; in Versuch 1 wurde in 
den Proben b bis e keine wesentliche Anderung des Reduktionswertes 
gefunden, bei f und g trat eine Abnahme um etwa 25%, ein. In Ver- 
such 2 und 3 wurde bei b bis e bzw. f eine maBige Zunahme der 
Reduktionskraft beobachtet, bei g eine solche héheren Grades; ver- 
mutlich kommt diese Anderung der Reduktionskraft durch die Wirkung 
im Blute vorhandener Fermente zustande; zur Klarung dieser Frage 
sind besondere Versuche in Angriff genommen, tiber die spiter berichtet 
werden soll. Fiir die Fermentversuche kommt hauptsachlich der Bereich 
von px 4,8 bis 5,3 in Frage. Die Versuche zeigen, daB in diesem Bereich 
bei einer Temperatur von 37° im Verlauf von mehr als 12 Stunden eine 
geringe Zunahme der Reduktionskraft des Blutes eintreten kann. Bei 
den Fermentversuchen muB daher neben der Bestimmung des Zucker- 
wertes des nativen Blutes eine besondere Kontrolle angesetzt werden. 
bei der sich das Blut unter denselben Bedingungen befindet wie im 
eigentlichen Fermentversuch, jedoch ohne Zusatz des Ferments. 
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Das zu den folgenden Versuchen verwendete Praiparat der Taka- 
diastase!) enthalt, wie namentlich die Untersuchungen Neubergs und seiner 
Mitarbeiter gezeigt haben, eine ganze Anzahl verschiedener Fermente. 
Neben den Kohlehydrate spaitenden, die die Amylosen bis zur Glucose 
herunter spalten, sind fett- und eiweiBspaltende Fermente, Phosphatase, 
Sulfatase u. a. in dem Praparat enthalten [Literatur pei Oppenheimer (8)). 

Die Kohlehydratspaltung erfolgt nach Shermann und Baldwin (12) 
von Py 2,6 bis py 8, optimal bei py 4,8, und zwar ohne merklichen Unter- 
schied bei der Amylase und Dextrinase; dagegen soll die in der Taka- 
diastase enthaltene Glucosaccharase am besten bei etwa Neutralitat wirken 
py 6 bis 8); gegeniiber dem Starkespaltungsvermégen ist jedoch die zucker- 
spaltende Kraft nach Shermann und Tanberg (13) relativ gering; sie fanden 
ein Verhaltnis 8: 1. 


Die Priifung des von uns verwendeten Handelspriparats der 
Takadiastase ergab, daB Starke von diesem bei pa 5,1 optimal ge- 
spalten wird; die Spaltung erfolgte nimlich bei py 5,1 schneller als bei 
pa 4,8 und 5,4. In den nachsten Versuchen wurde daher die Taka- 
diastase bei Zusatz eines Puffers von py 5,1 auf Blut einwirken gelassen. 


Versuch 4. 

In sechs Reagenzglisern wurden je 2,5cem Acetatpuffer (Zusammen- 
setzung: 10,0ceem 1/,;n Natr. acetic. + 3,0 cem 1/,n Essigsiure + Aqua dest. 
zu 100,0) mit 2,0 cem frisch hergestellter Fermentlésung versetzt und je 
0,5 cem defibriniertes Blut (vom Menschen durch Venenpunktion erhalten) 
zugegeben. ‘ 

Die zum ersten Glase zugesetzte Fermentlésung enthielt auf 100 ccm 
50 mg Trockenferment; diese Lésung wurde vor Zusatz zum nichsten, Glase 
jedesmal auf das Doppelte mit Aqua dest. verdiinnt ; zu jedem Glase wurde 
eine Kontrolle mit Puffer + Fermentlésung angesetzt, die statt Blut Aqua 
dest. enthieit. In einem siebenten Glase wurde statt der Fermentlésung 
Aqua dest. zugesetzt. AuBerdem wurden 0,5cem Blut mit 4,5 cem Wasser 
verdiinnt und hiervon zweima! 1,0 ccm zur Bestimmung der Reduktionskraft 
nach Hagedorn-Jensen verarbeitet. Réhrchen 1 bis 7 und Kontrollen 
kamen dann nach Zusatz von 2 Tropfen Toluol fiir 12 Stunden in den Brut- 
schrank, der auf 37° eingestellt war. Darauf wurde in je 1,0 cem des Inhalts 
der Réhrechen zweimal die Reduktionskraft nach Hagedorn-Jensen be- 
stimmt. In derselben Weise wurde die Reduktionskraft in den folgenden 
Versuchen bestimmt. 


Wie Versuch 4 zeigt, nahm die .Reduktionskraft des Blutes bei 
Verweilen desselben 12 Stunden bei 37° und px 5,3 von dem Glucose- 
wert 114 auf 126 zu; die Fermentlésungen hatten selbst reduzierende 
Eigenschaften, die im Verhaltnis zu ihrer Konzentration als hoch 
bezeichnet werden miissen; addiert man die Reduktionswerte des 
frischen Blutes und die der Fermentlésungen und subtrahiert diese 
Summe von dem Reduktionswert der Blutfermentgemische nach Ein- 
wirkung des Ferments, so erhilt man die durch das Ferment bewirkte 


1) Von Parke, Davis & Co., London, hergestellt nach dem Verfahren 
von Takamine. 
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Tabelle Ill. 


Zunahme der Reduktionskraft des Blutes durch Takadiastase bei ve, 
schiedener Fermentkonzentration. 





a b c d e f 
N Endgiiltige Reduktionskraft nach 12 Stunden bei 37° oe der 
NT. Ferment: —— — —_—_—— eduktions 
des Glases : Blut Ferment Z kraft 
konzentration + Ferment allein c—d e— [a8 
l 2.10-* 219 70 149 35 
2 1.10°° 184 35 149 35 
3 1, . 10-4 165 17 148 34 
4 i, .10-4 149 5 144 30 
5 , .10-4 141 2 139 25 
6 1g. 10-4 126 0 126 12 
7 0 126 . . 12 


Reduktionskraft des | i14 
frischen Blutes j 


5 


Die Spalten a bis f geben die Reduktionskraft, berechnet auf Glucose 
in Milligrammprozenten fiir das Blut im unverdiinnten Zustande an; das 
Ferment wurde 12 Stunden bei 37° einwirken gelassen. 

Wasserstoffzahl in Glas 7: py 5,34 (elektrometrisch). 


Zunahme der Reduktionskraft des Blutes; bei der héchsten Ferment- 
konzentration stieg der Glucosewert von 114 auf 149, d.h. um 31°, 
an; bei halb so groBer Fermentkonzentration (1,. 10~*) war die Zunahme 
der Reduktionskraft ebenso groB; bei weiterer Abnahme des Ferment- 
gehalts anderte sie sich anfangs nur wenig und wurde dann zunehmend 
kleiner. Auf Grund dieses Versuchs, dessen Ergebnis zwei weitere 
bestatigten, wurde in den folgenden Versuchen die Fermentkonzentra- 
tion 1.10~ als ausreichend angesehen. 

Die nachsten Versuche sollten AufschluB geben, ob das Wirkungs- 
optimum des Ferments bei Gegenwart von Blut bei derselben Wasser. 
stoffzahl liegt, wie es in wasseriger Starkelésung gefunden wurde. 


Versuch 5. 

Das Blut wurde in derselben Weise mit Acetatpuffer und Wasser 
verdiinnt wie in den Versuchen 1 bis 3; abweichend enthielt jedoch der 
Puffer a ebenfalls Essigsiure, und zwar halb so viel wie b; in. einer zweiten 
Reihe wurden statt der 2,0cem Wasser zu jedem Glase 2,0cem Ferment- 
lésung (Takadiastase 25 mg-°,) zugegeben; diese war (wie auch in den 
folgenden Versuchen) frisch hergestellt. 


Tabelle IV. 
Wirkung der Takadiastase auf Blut bei verschiedener Wasserstoffzah. 








| 


Acetatpuffer 4 b c d e f 

a (kolorimetrisch) . ... | 5,70 | 537 | 508 | 4,74 | 449 | 4.21 
Reduktions- { ohne Ferment 94 97 | 102 106 9 | 7 
wert | mit - 110 115 118 114 109 | 104 


Pu (elektrometrisch). . . . 5,30 
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Zusammensetzung: 2,5cem Acetatpuffer (vgl. b bis f Tabelle 1) 

2.0 cem Aqua dest. bzw. Fermentlésung + 0,5 ecm defibriniertes mensch- 
liches Blut; die Mischungen wurden 4 Stunden bei 37° gehalten; die Zahlen 
geben die Reduktion an, berechnet auf Glucose in Milligrammprozenten 
fir unverdiinntes Blut, und zwar nach Abzug der Reduktionswerte der 
Kontrollen, diese hatten die entsprechende Zusammensetzung, enthielten 
nur statt Blut Aqua dest. Die py-Werte wurden kolorimetrisch nach 
Michaelis an den auf das Doppelte mit Wasser verdiinnten Puffergemischen 
gemessen; die elektrometrische py-Messung bei c erfolgte nach Zusatz des 
Blutes mit V-Elektrode nach Michaelis. 

In Versuch 5 nahm die Reduktionskraft des Blutes unter dem 
EinfluB der Takadiastase am starksten bei Zusatz von Puffer c, also 
bei po 5,3 zu; drei weitere Versuche hatten das gleiche Ergebnis; in 
einem fiinften Versuch war die Zunahme der Reduktionskraft am 
groBten in dem mit Puffer b versetzten Gemisch; der Zusatz des 
Blutes beeinfluBt demnach das Wirkungsoptimum der Takadiastase 
nicht wesentlich. Bei den folgenden Versuchen wurde daher die Pufferung 
des Blutes ahnlich wie in ¢ (Versuch 5) durchgefiihrt. Versuch 6 soll 
zeigen, wie lange das Ferment einwirken muB, um das Maximum an 
Zunahme der Reduktionskraft des Blutes zu erzielen. 


Versuch 6. 

10,0 cem Acetatpuffer (enthaltend 1,0 cem 1/,n Natr. acet. und 0,3 cem 
‘),n Essigsdure) + 8,0cem Fermentlésung (25 mg-°,,) + 2,0 cem defibri- 
niertes Blut werden gut gemischt, + 0,5 ecm Toluol, Aufbewahrung bei 37°; 
zu Beginn derselben und dann alle 2 Stunden werden 2.1 cem entnommen 
zur Bestimmung der Reduktion. 

Ergebnis: Anfangswert 118 mg-°, Glucose; nach 2 Stunden (unter 
Abzug der Fermentkontrollen) 132, nach 4 Stunden 140, nach 6 Stunden 
149, nach 9 Stunden 160, nach 12 Stunden 163, nach 14 Stunden 163, 
nach 17 Stunden 163. 

Kontrolle ohne Fermentzusatz nach 12 Stunden 126. 

Die Fermentwirkung erreichte also das Maximum in 12 Stunden. 
In weiteren Versuchen wurde die Geschwindigkeit der Fermentwirkung 
bei der Starkespaltung mit der auf das Blut verglichen. Bei Priifung 
der Starkespaltung durch das Ferment unter Versetzen von Proben 
der staérkehaltigen Fermentlésung mit verdiinnter Jodlésung war es 
aufgefallen, daB die Spaltung viel schneller vor sich ging, als man nach 
dem Ausfall von Versuch 6 erwarten sollte1); es entsteht daher die 
Frage, sind im Blute Stoffe vorhanden, die die Wirkung des Ferments 
hemmen, oder vermag das Ferment die reduzierenden Substanzen aus 
dem Blute nur mit einer geringeren Geschwindigkeit abzuspalten als 
aus Starke. 


1) Nach den Angaben des Herstellers der verwendeten Takadiastase 
sollte diese imstande sein, das 300fache des eigenen Gewichts an Starke 
innerhalb von 10 Minuten unter entsprechenden Bedingungen zu konvertieren. 
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Die Versuchsanordnung war beziiglich Pufferung und Ferment. 
zusatz die gleiche wie in Versuch 6; an Stelle des Blutes wurde eine (| | 
Stirkelésung zugesetzt, bzw. Blut mit Zusatz von 0,1 °, Starke (lésliche 
Starke von HE. Merck). Diese Versuche zeigten nun, daB die Stiirke 
schon in 3 Stunden vollstindig bis zur Glucose durch das Ferment 
aufgespalten wurde; auch der Zusatz von Blut hemmte die Stiirke. 
spaltung nicht. Es mu8 demnach angenommen werden, daB das Ferment 
die Stoffe des Blutes, aus denen es reduzierende Substanzen abspaltet, 
schwerer anzugreifen vermag als Starke. 

Der nachste Versuch soll noch zeigen, daB die Wirkung des Ferments 
hinsichtlich Zunahme der Reduktionskraft des Blutes zu gut repro- 
duzierbaren Befunden fihrt. 


Versuch 7. 


Reagenzgias a, b, c und d enthalten je 2,5 ccm Puffer (derselbe wie 
Versuch 6) + 2,0cem Fermentlésung (25 mg-°,) + 0,5cem Blut; Glas e 
dasselbe, jedoch statt Fermentlésung Aqua dest.; Glas f dasselbe wie a, 
jedoch wurden 2,0cem Fermentlésung zugegeben, die durch einstiindiges 
Erhitzen auf 80° unwirksam geworden war; Kontrollen zu a, e und f mit 
Wasser statt Blut; alle Glaser stehen 20 Stunden bei 37°, dann Bestimmung 
des Reduktionswertes. 

Ergebnis: Glucosewert des frischen Blutes 104 mg-°, ; Reduktionswert 
nach Abzug der Kontrollen mit Blut, jedoch ohne Ferment bei a 139, 
b 137, ec 135, d 135, e 116, f 117. Die Reduktionswerte der Kontrollen 
mit wirksamem und unwirksamem Ferment waren nahezu gleich: 36 und 34. 


Dieser Versuch zeigt ferner, daB die Bestimmung der durch das 
Ferment abspaltbaren Stoffe nicht beeintrichtigt wird durch die 
Notwendigkeit, den Reduktionswert des Ferments in Abzug zu bringen, 
denn bei Verwendung des infolge Erhitzens unwirksamen Ferments 
wird derselbe Wert erhalten wie ohne Zusatz von Ferment (c und f 
in Versuch 7). 

Nachdem durch das eindeutige Ergebnis dieser Versuche dargetan 
war, daB die Reduktionskraft des Gesamétblutes durch die Wirkung der 
Takadiastase regelmaBig um einen bestimmten Betrag erhéht wird, 
wurde untersucht, wie die Versuche ausfallen, wenn man sie mit Plasma 
bzw. Blutkérperchenbrei anstellt. Es sollte auf diese Weise festgestellt 
werden, aus welchen Anteilen des Blutes die reduzierenden Stoffe 
durch das Ferment abgespalten werden. Hierzu wurde vorher gepriift. 
ob die Wirkung des Ferments durch einen Zusatz von Kaliumoxalat 
zur Verhinderung der Gerinnung des Blutes beeintrichtigt wird; ein 
Zusatz von 0,2 bis 0,4°% Kaliumoxalat zum Blute erwies sich dabei 
als ohne EinfluB auf das Ergebnis des Fermentversuchs. 

Die Wirkung des Ferments auf Plasma und Blutkérperchenbrei 
wurde in Versuch 8 bis 12 untersucht, vgl. Tabelle V. Die Reduktions- 
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Tabelle V. 
Wirkung der Takadiastase auf Plasma und Blutkérperchenbrei. 





Plasma es: - ant Gesamtblut 
3 Herkunft go a. i ome ar AP s| 
: des Blutes . Blut. = 
? a b b-—a a b b—a a b b—a pn oma => 
in ®/9 (V) | ! 

| €i 
8 Mensch 106 109 38 106 192 86 105 147 42 47,2 8Y 
4 “ 84. 85 1 76 194; 118 82 127) 45 42.1 107 
10 Kaninchen 148 154 6 44 119, 75 110 140 30 37,3 80 
11 . 166 172 6 4,134/ 130 112 '>152) 40 33.1 121 
12 e 184 192 8 80 260 180 157 209) 52 26,7 185 


Das der Vene entnommene Blut wurde mit 0,2°, Kaliumoxalat versetzt 
und ein Teil sogleich 15 Minuten bei 3500 Umdrehungen pro Minute zentri- 
fugiert; unter a ist jeweils der Zuckergehalt des betreffenden Materials 
in Milligrammprozenten bei sofortiger Verarbeitung aufgefiihrt, unter b 
der Reduktionswert desselben Materials (berechnet als Milligrammprozente 
Zucker) nach 1l6stiindiger Einwirkung von Takadiastase bei py 5,3 nach 
Abzug des Wertes der Fermentkontrollen; Ansatz der Blut-Ferment- 
Puffermischungen wie in Versuch 6. 


kraft des Plasmas blieb durch die Einwirkung des Ferments so gut wie 
unverandert, die ganz geringfiigige Zunahme der Reduktionskraft in 
den Versuchen mit Kaninchenblut darf vielleicht auf eine Spur Himolyse, 
die durch den Oxalatzusatz bedingt war, zuriickgefiihrt werden. Bei 
Verwendung von Blutkérperchenbrei betrug die Zunahme der_ Re- 
duktionskraft durch die Fermentwirkung 80 bis 300°,; in Versuch 11 
war die Zunahme noch gréBer, da die Blutkérperchen fast zuckerfrei 
waren und ihre Reduktionskraft vor der Fermentwirkung daher sehr 
gering war. Bei Verwendung von Gesamtblut nahm die Reduktions- 
kraft entsprechend dem <Ausfall der vorausgehenden Versuche um 
27 bis 55% des Ausgangswertes, im Mittel um 38%, zu. Hieraus geht 
hervor, daB die reduzierenden Substanzen durch das Ferment lediglich 
aus den Blutkérperchen abgespalten werden. Es ist daher statthaft, 
wenn das Gesamtblut allein untersucht wird, die Menge der reduzierenden 
Stoffe, die durch das Ferinent abgespalten werden, allein auf die Blut- 
kérperchen zu beziehen, um so ein anschaulicheres Bild des Gehalts 
der Blutkérperchen an diesen Stoffen zu gewinnen. Diese Berechnung 
kann ausgefiihrt werden, wenn man das Blutkérperchenvolumen kennt ; 
dieses wurde in den Versuchen mit den U-férmigen Réhrchen von 
Bénniger bestimmt (vgl. Tabelle V). Das Resultat dieser Berechnung 
gibt die letzte Spalte der Tabelle V wieder; es stimmt ziemlich gut 
mit den direkt bei Verwendung von Blutkérperchenbrei erhaltenen 
Werten iiberein. 


Biochemische Zeitschrift Band 187. 5 
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Es war nun ferner von Interesse, zu erfahren, wie sich die Stoff, 
die durch das Ferment abgespalten werden, verhalten, wenn dicses 
auf Blutkérperchenbrei einwirken gelassen wird, der vorher wieder)ol: 
mit isotonischer Kochsalzlésung gewaschen war. Uber derartige Beo). 
achtungen berichten die Versuche 13 bis 16 (Tabelle V1). 


Tabelle VI. 
Einwirkung von Takadiastase auf Blutkérperchen, die mit 0,9°, Kochsalz 
lésung gewaschen waren. 





Reduktionswerte mg*?/) Glucose 





Blutkérperchenbrei 
Versuch : * —_ 
goweechen a) sofort b) nach Fe-Wirkung 
13 3 mal 24 105 8] 
14 3 mal 10 115 105 
15 4mal 25 159 134 
16 6 mal 17 90 73 


Das der Vene entnommene menschliche Blut wurde nach Zusatz 
von 0,2°, Kaliumoxalat sogleich 20 Minuten zentrifugiert, das Plasma ab- 
pipettiert und durch 0,9°, NaCl-Lésung ersetzt; nach sorgfaltigem Mischen 
erneutes Zentrifugieren usf. 


Der Zuckergehalt der Blutkérperchen war nach drei- bis sechs- 
maligem Auswaschen mit NaCl-Lésung durchweg sehr gering, namlich 
10 bis 25 mg-°%,; der freie Zucker der Blutkérperchen war also gréBten- 
teils aus den Kérperchen herausgewaschen worden; zum Teil war er 
aber auch wohl durch Glykolyse verschwunden, da das Auswaschen 
eine Zeit beanspruchte, in der die Glykolyse bereits merklich zur Gelt ung 
kommen konnte. Die absolute Zunahme der Menge der reduzierenden 
Stoffe infolge Einwirkung des Ferments war jedoch etwa ebenso groi 
wie bei ungewaschenen, frischen Blutkérperchen in den Versuchen 8 
bis 12; es muB demnach angenommen werden, daB die Stoffe, die dure! 
das Ferment gespalten werden, beim Waschen der Blutkérperchen 
mit NaCl-Lésung so gut wie vollstandig in den Blutkérperchen zuriick- 
bleiben. 

Die Ergebnisse der hier mitgeteilten Versuche sind denen durchaus 
aihnlich, die Lépine friiher bei Einwirkung von Emulsin auf das Blut 
erhalten hat. Es scheint jedoch keineswegs berechtigt, diese durch 
das Ferment abgespaltenen reduzierenden Substanzen ohne weiteres 
als Zucker anzusprechert, denn es kénnte sich hierbei sehr wohl um 
ganz andersartige Stoffe handeln, z. B. um Aminosauren mit reduzierenden 
Eigenschaften. Es diirfte um so mehr geboten sein, vorlaufig von 
einer naheren Kennzeichnung der Art der durch das Ferment ge- 
spaltenen Stoffe abzusehen, als in dem Fermentpraparat Takadiastase. 
wie oben angefiihrt, tatsichlich eine ganze Anzahl von Fermenten ent- 
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halten ist, die an dem Ausfall der Versuche beteiligt sein kénnten. Das 
Ergebnis der Versuche 8 bis 12 (Tabelle V) spricht aber dafiir, daB es 
sich nicht um einfache EiweiB- oder Fettspaltung handeln kann; denn 
sonst miiBte man erwarten, daB die Versuche auch bei Verwendung 
von Plasma zu einer Zunahme der Reduktionskraft fiihren. Es kann 
sich bei den Stoffen, die durch das Ferment gespalten werden, eben 
nur um solche handeln, die ausschlieBlich in den Blutkérperchen vor- 
kommen. Um ein Urteil iiber die Natur dieser Stoffe zu gewinnen, 
miissen besondere Versuche angestellt werden, in denen ihre Garfahigkeit 
mit Hefe sowie ihr Verhalten bei fiir Kohlehydrate spezifischen Re- 
aktionen zu priifen ware. Uber derartige Versuche wird in der nichsten 
Mitteilung berichtet werden. 


Il. Versuche mit Emaulsin. 


Das Emulsin gilt heute ebenfalls als ein Gemisch von verschiedenen 
Fermenten; es ist also ein Fermentpraparat [Oppenheimer (8)]. Die 
klassische Reaktion des Emulsins, die Aufspaltung des Amygdalins 
wird, wie man annimmt, durch drei Fermente bewirkt, nimlich Amyg- 
dalase, £-Phenolglucosidase und Benzcyanase; daneben enthilt das 
Priparat aber noch andere Fermente, die auch Stirke angreifen, also 
Amylase. Die fiir die Wirkung optimale Wasserstoffzahl wurde je 
nach dem verwendeten Substrat verschieden gefunden, z. B. fiir Amyg- 
dalin bei pu 6, fiir B-Methylglucosid bei px 4,9, fiir Raffinose bei py 4,1 
[Willstdtter und Csanyi (14)]}. 

Zu den Versuchen wurde ein Emulsinpraparat verwendet, das ich mir 
aus bitteren Mandeln nach den Angaben von Wiélistdtter und Csanyi (14) 
selbst herstellte: iiber die Priifung des Wirkungswertes dieses Praparats 
wird unten berich.tet. Ein wesentlicher Vorteil des Emulsins gegeniiber der 
Takadiastase besteht darin, daB es frei ist von reduzierenden Substanzen ; 
auch das hier verwendete Praparat hatte bei Analyse der zu den Versuchen 
benutzten Lésungen nach Hagedorn-Jensen keine reduzierenden Eigen- 
schaften. 

Die Versuche ergaben, daB die Reduktionskraft des Blutes durch 
die Wirkung des Emulsins in ahnlicher Weise gesteigert werden kann, 
wie durch die Takadiastase. Es wurden daher bei derselben Versuchs- 
anordnung, wie sie im ersten Teile zur Anwendung kam, die optimale 
Fermentkonzentration, die Wasserstoffzahl fiir die optimale Ferment- 
wirkung und die erforderliche Wirkungszeit fiir des Ferment bei 37° 
festgestellt. Beispiele fiir das Ergebnis zeigen die Versuche 17, 18 und 19. 


Versuch 17. 


In fiinf Reagenzglisern wurden je 2,5ccem Acetatpuffer (Zusammen- 
setzung: 10,0 cem 1/,;n Natr. acet. + 3,0 ccm 1/,n Essigséure + Aqua dest. 
zu 100,0) mit 2,0 cem frisch hergestellter Fermentlésung versetzt und je 
.5cem defibriniertes Blut zugegeben. 


5* 











68 E. Gabbe: 


Die zum ersten Glas zugesetzte Fermentlésung wurde hergeste||t 
durch Verreiben von 10mg Fermentpulver in 10 cem Aqua dest.; infolye 
der vorausgehenden Alkoholfallung ist ein Teil des vorhandenen Eiwei({es 
unléslich; waihrend 1 Stunde wurde wiederholt umgeriihrt; darauf wur 
filtriert. Das Filtrat kam in Glas a (2 ccm); ein Teil dieser Lésung wurie 
auf das Doppelte verdiinnt und Glas b zugefiigt; Glas c und d erhielten 
die vier- bzw. achtfache Verdiinnung; in Glas f kam statt der Ferment. 
lésung Aqua dest.; nach 12stiindigem Aufenthalt der Glaser bei 37° Be. 
stimmung der Reduktionskraft in je zweimal 1,0 cem nach Hayedorn-Jensey, 

Ergebnis (Reduktionswert berechnet fiir Glucose im unverdiinnten 
Blute in Milligrammprozenten): a 132, b 132, ec 126, d 120, e 112, 
f 110; Zuckergehalt des frischen Blutes 99 mg-%,. 

Zu den folgenden Versuchen wurde eine Fermentlésung verwendet, 
die auf die gleiche Weise hergestellt war wie die zu a zugesetzte; diese 
wird mit ,,Lésung E“ bezeichnet; sie wurde stets frisch bereitet. 


Versuch 18. 

Die Versuchsanordnung war die gleiche wie in Versuch 
Puffer a bis e + 2,0cem Aqua dest. bzw. Fermentlésung E + 0,5 ccm 
Blut; die Proben wurden 4 Stunden bei 37° gehalten. 

Tabelle VII. 
Wirkung des Emulsins auf Blut bei verschiedener Wasserstoffzahl. 


5: je 905 com 





Acetatpuffer: a b | a d ec f 

Py (kolorimetrisch) . . . . . .. | B72 | 54 | 50 | 47 | 45 | 42 
Reduktionswert ohne Ferment . . 88 88 | 88 86 90 7 
ee eee 104 | 108 | 112 | 111 | 111 | 113 

Py (elektrometrisch). . ..... — | — | 5831 _ — - 


Reduktionswert des frischen Blutes: 101; tiber die Berechnung der 
Reduktionswerte vgl. Tabelle IV. 


Versuch 19. 


10,0 com Acetatpuffer (Zusammensetzung wie in c, Versuch 18, vel. ¢ 
in Tabelle I) + 2,0 cem defibriniertes menschliches Blut + 8,0 cem Ferment- 
lésung E; Aufbewahrung bei 37°; Entnahme von Proben zu verschiedener 
Zeit zur Bestimmung der Reduktionskraft. 


Ergebnis. Anfangswert 98 mg-% Glucose; nach 4% Stunde bei 37° 
103, nach 4 Stunden 113, nach 7 Stunden 130, nach 21 Stunden 130. 


In Versuch 18 wurde die optimale Fermentwirkung bei pg 5,3 bis 
4,2 gefunden. Auffallend war in diesem Versuch, daB bei verschie- 
denen Proben, die bei verschiedener Wasserstoffzahl angesetzt waren, 
die Reduktionswerte ohne Fermentzusatz nach der Aufbewahrung 
bei 37° niedriger waren als im frischen Blute; ein derartiges Verhalten 
wurde gelegentlich auch bei Versuchen mit Takadiastase beobachtet 
Es ist diese Abnahme der Reduktionskraft vielleicht auf fermentative 
Vorgiinge im Blute zuriickzufiihren, auf die in einer spateren Mitteilung 
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eingegangen werden soll. Versuch 19 zeigt, daB die Fermentwirkung 
nach 7 Stunden ihr Maximum erreicht hatte. 

Die Wirksamkeit der Fermentlésung E wurde gepriift, indem der 
Zeitwert nach Wilistdtter fir die Spaltung von Amygdalin bestimmt 
wurde, d. h. die Anzahl der Minuten, welche 1 mg Emulsin gebrauchen 
wiirde, um bei 30° und optimalem ppg 50% der theoretischen Monose- 
menge abzuspalten in 20 ccm Lésung aus 0,10 g Amygdalin; abweichend 
von dieser Vorschrift wurde die Spaltung bei px 5,15, der fiir Amygdalin- 
spaltung nicht ganz optimal ist, untersucht; es wurde ein Zeitwert von 
47 Minuten gefunden, wenn die teilweise Unléslichkeit des Priaparats 
nicht beriicksichtigt wird; hiernach muB dem Praparat eine relativ 
hohe Wirksamkeit zuerkannt werden. 


Tabelle ViIl. 


Vergleich der Wirkung von Emulsin und Takadiastase. 





Versuch Material pt. ay b) + Emulsin b)—a) 0+ See |e) —a) 
20 103 136 33 132 29 
21 | Menschliches Blut { 185 213 28 | 220 85 
22 | defibriniert | 98 131 838 | 169 71 
23 101 129 28 140 39 


Ansatz der Proben: a) 4,5cem Aqua dest. + 0,5ccem Blut, zweimal 
1,0cem sofort verarbeitet nach Hagedorn-Jensen; b) 2,5ccm Puffer (wie 
in Versuch 17) + 2,0cem Fermentlésung E + 0,5 cem Blut); c) 2,5 cem 
Puffer + 2,0ccm Takadiastase (25 mg-%) + 0,5cem Blut. b) und c) 
15 Stunden bei 37° aufbewahrt; dann je zweimal 1,0 ccm nach Hagedorn- 
Jensen verarbeitet; bei den c)-Werten der Tabelle sind die Werte der 
Fermentkontrolle abgezogen. 


Ein Vergleich der Wirkung des Emulsins mit der der Takadiastase 
wurde in den Versuchen 20 bis 23 (Tabelle VIII) durchgefiihrt ; wihrend 
in den ersten beiden Versuchen das Ergebnis bei beiden Fermenten 
nahezu tibereinstimmte, blieb die Zunahme der Reduktionskraft durch 
Emulsin in den Versuchen 22 und 23 hinter der durch Takadiastase 
bewirkten nicht unwesentlich zuriick. Diese Unterschiede kénnten 
auf verschiedener Wirkungsstarke des betreffenden Ferments beruhen. 
Dies ist jedoch uwnwahrscheinlich, da die Versuche entsprechend den 
vorausgehenden Erfahrungen unter optimalen Bedingungen angesetzt 
waren. Es kénnten auch Unterschiede in dem zu spaltenden Material 
der verschiedenen Blutproben vorhanden gewesen sein. Sollte es sich 
z.B. um komplexe Kohlehydrate handeln, dann ist es nicht unwahr- 
scheinlich, daB diese sich aus verschiedenen Fraktionen zusammen- 
setzen. Diese kénnten in den verschiedenen Blutproben einmal in 
verschiedenem Mengenverhaltnis zueinander stehen und ferner durch 
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die beiden Fermentpriparate in verschiedenem Grade angegriffen 
werden; diese Fragen bediirfen noch der Klaérung, bevor die Methodik 
fiir klinische Zwecke verwendet werden kann. 

Es folgt ein Versuch, der zeigt, daB auch das Emulsin die redu- 
zierenden Substanzen nur aus den Blutkérperchen abspaltet, nicht 
dagegen aus Plasma. 

Versuch 24. 

Menschliches Venenblut mit Oxalatzusatz: a) Zuckergehalt des frischen 
Materials, b) Reduktionswert nach Einwirkung von Emulsin; Plasma: 
a) 118, b) 125; Blutkérperchenbrei: a) 104, b) 158; Gesamtblut: a) 118, 
b) 137. 

Die letzten Versuche weisen auch in Blutkérperchen, die mit isotonischer 
NaCl-Lésung wiederholt gewaschen wurden, die durch Emulsin spaltbaren 
Stoffe in betrachtlicher Menge nach. 


Versuch 25. 
Blutkérperchenbrei dreimal mit 0,9°% NaCl-Lésung gewaschen (wie 
Versuch 13): a) Reduktionswert des frischen Materials 36, b) nach Emulsin- 
wirkung 92; c) nach Takadiastasewirkung 116. 


Versuch 26. 

Bei derselben Anordnung wie Versuch 25, aber anderer Blutprobe: 
a) 28, b) 91, ec) 109. 

Auch in diesen beiden Versuchen ist die Zunahme der Reduktions- 
kraft nach Emulsin etwas schwicher als nach Takadiastewirkung. 
Falls es sich um Kohlehydrate handeln sollte, die gespalten werden, 
so kénnten diese Unterschiede médglicherweise dadurch zustande 
kommen, daB das Emulsinpraparat keine Maltase enthalt, wahrend 
diese in der Takadiastase enthalten ist. Hier miissen besondere Versuche 
AufschluB bringen. Wenn diese Versuche mit Emulsin zu einem anderen 
Ergebnis gefiihrt haben wie die von Ege (4) (vgl. 8.58), so ist dies 
wohl hauptsachlich darauf zuriickzufiihren, daB Ege die Wasserstoff- 
zahl der Lésung bei der Wirkung seines Ferments nicht beriicksichtigt 
hat, wihrend in vorstehenden Versuchen in dieser Hinsicht optimale 
Bedingungen fiir die Fermentwirkung geschaffen wurden. Es ware 
fiir die abweichenden Versuchsergebnisse Eges aber noch eine andere 
Méglichkeit denkbar: es kénnte sein, daB die Abspaltung reduzierender 
Substanzen durch das hier verwendete Emulsinpraparat durch ein in 
diesem enthaltenes Ferment zustande kam, das mit demjenigen, welches 
die klassische Reaktion des Emulsins bewirkt, die Spaltung des 
Amygdalins, nichts zu tun hat. Wenn nun dieses Ferment in dem 
Emulsinpraparat, das Hge zu seinen Versuchen verwendete, infolge 
anderer Herstellungsweise nicht enthalten war, so wiirden die nega- 
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tiven Befunde Eges verstandlich sein. Eine vollstindige Klarung wird 
hier wohl erst dann stattfinden kénnen, wenn es médglich ist, mit 
wirklich reinen Fermenten zu arbeiten. 


Zusammenfassung. 


1. Die Reduktionskraft des Blutes von niichternen gesunden 
Menschen und Kaninchen nimmt durch Einwirkung von Takadiastase 
um 30 bis 40°, zu; es werden die optimalen Bedingungen fiir die 
Wirkung des Ferments auf das Blut — optimale Wasserstoffzahl, 
Fermentkonzentration und Wirkungszeit — festgestellt. 

2. Die Zunahme der Reduktionskraft durch die Wirkung der 
Takadiastase erfolgt nur bei Verwendung von Gesamtblut, nicht 
dagegen bei Verwendung von Plasma; wird Blutkérperchenbrei zu 
den Versuchen genommen, so ist die Zunahme der Reduktionskraft 
eine bedeutend gréBere. 

3. Die durch die Takadiastase spaltbaren Stoffe der Blutkérperchen 
bleiben bei drei- bis sechsmaligem Waschen der Blutkérpenchen mit 
isotonischer Kochsalzlésung in diesen zuriick. 

4. Bei Einwirkung von Emulsin auf das Blut konnten im wesent- 
lichen dieselben Befunde erhoben werden wie mit Takadiastase; doch 
fiel die Zunahme der Reduktionskraft durch Emulsin nicht selten 
etwas geringer aus als die durch Takadiastase bewirkte. 
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Insulin und Glykogenbildung. 


Von 
K. Pogany. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 13. Mai 1927.) 


Der Tatsache, daB die Blutzuckerkonzentration nach Insulin- 
darreichung abnimmt, kénnen zweierlei Vorginge zugrunde liegen: 
entweder wird Zucker in erhéhter Menge verbrannt (abgebaut), oder 
aber es wird der Zucker in irgend einer Form, wohl durchweg in Form 
von Glykogen, in verschiedenen Organen abgelagert. Im Ubersichts- 
referat von Laqueur!) iiber Insulin werden die Ergebnisse der bis 
Ende 1924 erschienenen Arbeiten dahin prazisiert, daB eine Steigerung 
der Zuckerverbrennung ebensowenig erwiesen ist, wie (am Nicht- 
diabetischen) eine Ablagerung von Glykogen. Aber auch durch die 
nach 1924 veréffentlichten Mitteilungen scheint obige Frage einer 
Klarung nicht naher gebracht zu sein, da ihre Ergebnisse durchaus 
widersprechend lauten. Eine solche Klarung wurde durch nachstehend 
mitgeteilte Versuche erstrebt. 

Da die Leber nicht das einzige Organ ist, in dem Glykogen ab- 
gelagert werden kann, die Bestimmung in den einzelnen hierfiir in 
Betracht kommenden Organen gréBerer Tiere aber viele Miihe und 
noch mehr Ungenauigkeiten bedingt hatte, habe ich zu meinen Ver- 
suchen weiSe Miause verwendet, die im ganzen verarbeitet werden 
konnten. ‘Um vergleichbare Resultate zu erhalten, muBte dafiir gesorgt 
werden, daB der Glykogenvorrat aller Tiere ein méglichst gleichmaBiger 
sei. Dies dachte ich dadurch erreichen zu kénnen, daB alle Tiere, 17 bis 
25 g schwere, gesunde Exemplare, vorangehend mindestens 2 Wochen 
hindurch die gleiche Nahrung, bestehend aus Brot, wenig Hafer und 
Milch, erhielten, vor dem Versuch aber 14 Stunden lang hungerten 
Von den so vorbereiteten Tieren habe ich zu jeder Versuchsreihe vier 
Exemplare verwendet. Drei davon enthielten dieselbe Insulinmenge 
unter die Haut gespritzt, das vierte diente als Kontrolltier. In den 
Versuchen mit den gréBten Insulindosen waren, wie weiter unten 


1) Ernst Laqueur, Jahresber. ii. d. ges. Physiol. 5, 677, 1926. 
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erértert werden wird, die Tiere durchweg glykogenfrei geworden; hier 
konnte ich von Kontrollversuchen fiiglich absehen. 

Vom Insulin wurden in je einer Versuchsreihe 0,004, 0,006, 0,01, 
0,02, 0,03, 0,04 klinische Einheiten verwendet, und zwar habe ich diese 
Dosierung durch 100- bis 1000fache Verdiinnung der Originalpriaparate 
erreicht. 

Die Versuche habe ich durchweg parallel mit Richterschem und 
mit ,,A B‘‘-Insulin durchgefiihrt, und zwar so, daB erst von dem Richter- 
schen Praparat zu zwei verschiedenen Gelegenheiten je drei Tiere eine 
der vorerwahnten Dosen erhielten, dann von dem ,,AB“-Insulin wieder 
zu zwei verschiedenen Gelegenheiten je drei Tiere dieselbe Dosis. Es 
wurde also jede Dosis an viermal drei Tieren verwendet. Zu je drei 
Insulintieren gehérte ein viertes als Kontrolltier, das kein Insulin erhalt. 

Sofern die Tiere nicht vorzeitig an den Krampfen verendeten, 
wurden sie 11. Stunden nach der Insulindarreichung durch, Nacken- 
schlag getétet, mit einigen Scherenschligen zerkleinert, sofort in die 
vorbereitete heiBe Kalilauge eingebracht und auch weiter nach dem 
Pfliigerschen Verfahren auf Glykogen verarbeitet. Die vorzeitig ver- 
endeten Tiere wurden nach den letzten Atemziigen zerstiickelt und 
weiterhin wie die obigen behandelt. Ein irgend in Betracht kommender 
Verlust durch Verzuckerung des Glykogens muBte auf diese Weise 
nicht befiirchtet werden. Das am Filter gesammelte Glykogen wurde 
mit Salzsiure invertiert, der Zucker nach Bertrand bestimmt und in 
Glykogen umgerechnet. 

An der hinlanglichen Richtigkeit der auf diese Weise erlangten 
Werte zu zweifeln, besteht kein Grund, soweit es sich um einige Zenti- 
gramme Glykogen handelte; wohl aber, wenn es alles in allem bloB | cg 
oder noch weniger Glykogen war, das in den Tieren enthalten war. 
Um nicht in den Fehler so mancher Mitteilungen zu verfallen, in denen 
der ausschlaggebende Einflu8 der mannigfaltigen Fehlerquellen (bei 
der Fallung und Verzuckerung des Glykogens, beim Sammeln des 
Kupferoxyduls auf dem Asbestfilter, bei der Titration der ferrohaltigen 
Eisenlésung) iibersehen wird, will ich ausdriicklich auf die Unsicherheit 
hinweisen, die in solchen Fallen den als Resultat angegebenen Zahlen- 
werten anhaftet. Diese sind aber aus dem Grunde verwendbar, weil 
sie in den verschiedenen, mit wechselnden Insulindosen ausgefiihrten 
Versuchsreihen solche groBe Unterschiede aufweisen, wie gleich gezeigt 
werden soll. 

Alle Versuchsdaten sind in der Generaltabelle am Ende des Textes 
verzeichnet, und ist ihnen zunachst die Tatsache zu entnehmen, dab 
auch innerhalb einer mit derselben Insulindosis ausgefiihrten Versuchs- 
gruppe sich im Glykogengehalt der verschiedenen Tiere recht groBe 
Schwankungen ergeben. Es hatte daher keinen rechten Sinn gehabt, die 
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verabreichte Insulingabe auf die Kérpergewichtseinheit der Tiere, oder 
die gefundene Glykogenmenge auf die so reduzierte Insulinmenge zu 
beziehen und aus den schwankenden Ergebnissen einen Mittelwert 
zu ziehen. Ungekiinstelt und doch anschaulich sind die Ergebnisse, 
wenn, wie in nachfolgender Tabelle 1, nur die an den Insulintieren je 
einer Gruppe erhaltenen Minimal- und Maximalwerte des gefundenen 
Glykogens angegeben und ihnen im letzten Stabe der Tabelle die ent- 
sprechenden Normalwerte beigestellt sind. 


Tabelle I. 





Insulin atone a | mit i) > Normaltiere 
Klinische Einheiten Glykogen °), » Glykogen °/ oo Glykogen 

0,004 0,26—0,77 0.30—0,50 0,29—0,49 
0,006 0,36—0,55 055—0,71 0,26—0,50 
0,01 1,08—1,50 0,63—1,13 0,.28—0,70 
0,02 0,89—3,37 0,90—3,00 0,49—0,59 
0,03 0—0,42 0—0,24 0.41—0,53 
0.04 0 0 0 


Die Ergebnisse, so wie sie aus Tabelle I hervorgehen, sind die 
folgenden: 

1. Dosen bis zu 0,006 klinischen Einheiten haben keinen Einflu8 
auf den Glykogengehalt der Tiere. 

2. Dosen von 0,01 bis 0,02 haben eine bedeutende Steigerung 
zur Folge; die Steigerung ist nach 0,02 deutlich gréBer als nach 0,01. 

3. Nach Dosen von 0,03 fehlt das, Glykogen etwa in der Halfte 
der Fille; bei der anderen Halfte wird weniger gefunden als in Normal- 
tieren. Das Fehlen des Glykogens bezieht sich ausnahmslos auf Fille, 
in denen die Tiere einen oder mehrere Krampfanfalle hatten; umgekehrt 
gab es aber drei Fille, Nr. 67, 74 und 77, in denen das Tier in Krampfe 
verfallen war und doch Glykogen enthielt. 

4. Dosen von 0,04 waren ohne Ausnahme in jedem Falle von 
Krampfen gefolgt, und war Glykogen in keinem Falle nachzuweisen. 

Diese Ergebnisse sind so deutlich, wie nur méglich: Durch Insulin 
wird Glykogen angesetzt, und zwar um so mehr, je mehr Insulin ver- 
abreicht wurde. Kommt es jedoch zu Kraémpfen, so wird alles Glykogen 
abgebaut und in den Muskeln verbraucht. 

Glykogenschwund aus Katzenmuskeln als Folgeerscheinung von 
Insulinkrimpfen wurde bereits von Best, Hoet und Marks") beschrieben, 
Glykogenansatz aber als Folgeerscheinung kleiner Insulindosen von 
Frank, Hartmann und Nothmann?*) an sieben Kaninchen, die sie mit 


1) C.H. Best, J. P.Hoetand H. P. Marks, Proc. Roy. Soc. B. 54, 100, 1926. 
2) EB. Frank, E. Hartmann und M. Nothmann, Miinch. med. Wochen- 
schrift 1925, S. 1067. 
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vier Kontrolltieren vergleichen, bewiesen, und sind es auch diese 
Autoren, die die in friiheren Mitteilungen erhaltenen Widerspriiche 
zum ersten Male in dem Sinne zu erkliren suchten, wie dies von mir 
an der Hand einer weit gréBeren Zahl von Versuchen zu_ beweisen 
endgiiltig gelungen ist. : 

Gegen diese Deutung meiner Versuchsergebnisse konnte folgendes 
eingewendet werden. Viele der mit 0,03 klinischen Einheiten, alle mit 
0.04 behandelten Tiere sind den Krampfen vor Ablauf der fiir die 
Versuchsdauer angesetzten 11, Stunden erlegen, am raschesten die 
Tiere Nr. 86, 81 und 91, und zwar 34 bzw. 31 bzw. 22 Minuten nach 
erfolgter Insulininjektion. Es lieBe sich daher einwenden, daB die 
Tiere aus dem Grunde kein Glykogen enthielten, weil sie infolge ihres 
vorzeitigen Todes keine Zeit hatten, solches anzusetzen. Diesen Tieren 
kénnen aber Nr. 78, 75, 85 und 82 gegeniibergestellt werden, die noch 
65 bzw. 72 Minuten lang nach der Injektion fortgelebt hatten, also 
nur 25 bis 18 Minuten vor Ablauf der festgestellten 11, Stunden ver- 
endet sind und doch glykogenfrei gefunden wurden. 

Auch kénnte versucht werden, meine Versuchsergebnisse dahin 
zu deuten, daB unter dem EinfluB maBiger Insulindosen wohl Glykogen 
angesetzt wird, dies aber nach groBen Dosen nicht der Fall ist. Meines 
Erachtens ist diese Deutung gekiinstelt und auch iberfliissig, weil 
damit ein neues, ungeléstes Problem konstruiert wird: die synthetische 
Wirkung kleiner Dosen, die den gréBeren abgeht. 

Fiir die nachste Zeit ist in unserem Institute beabsichtigt, obige 
Versuche durch folgende zu ergianzen: 

a) Es soll nach Verabreichung von maBigen Dosen Insulin (0,01 
bis 0,02 klinische Einheiten pro eine weiBe Maus), die nach meinen 
Feststellungen zu Glykogenansatz, jedoch zu keinen Krampfen fiihren, 
1!, Stunden nach erfolgter Insulininjektion Krampfe durch Strychnin 
erzeugt werden, in der Erwartung, daB in diesen Tieren Glykogen fehlt, 
an Kontrollinsulintieren, die kein Strychnin erhalten sollen, in erhéhter 
Menge vorhanden sein wird. 

b) Es sollen nach Verabreichung groBer Insulindosen (0,04 klinische 
Einheiten pro eine weiBe Maus), die nach meinen Feststellungen zu 
Krampfen, vorzeitigem Tod und Glykogenmangel fiihren, die Tiere 
vor dem Zeitpunkt, zu dem sie unter Krampfen zu verenden pflegen, 
getétet und ihr Glykogengehalt bestimmt werden, und zwar in der 
Erwartung, daB zu diesen Zeitpunkt auch in den mit groBen Insulin- 
dosen behandelten Tieren starker Glykogenansatz nachzuweisen ist. 


Diese Arbeit wurde auf Anregung und unter Leitung des Herrn 
Prof. P. Hari ausgefiihrt. Die zur Ausfiihrung der Versuche nétigen 
Mittel wurden aus der Zuwendung der Ella Sachs-Plotz-Stiftung be- 
stritten, wofiir der Stiftungsleitung bester Dank ausgesprochen sei. 
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Gen tabelt 
- — : r 
Mit Insulin Richter . Ohne Insulin 
§ 3 “ am 2 _Glykogen mS § 28 « ba a __ Glyke gen : : 
33 | 338 | 2 | f.0| ta j|ae lala g +E 
ssi aes § st shee de Ee Ss: | 
3° te Mg BS sie ws Oe ee bles sf5 é 
€ SZ 2 2 23 awe a 
iv] 1926 Nr. g mg r = ~ ae Nr. g mg .- ™ 
19. IV. 1 21,3 16.4 0,77 
2 20.8 7,6 | 037 4 180 74 | 041 
3 21 7 6.5 0,30 004 
0,004 
23. IV. 5 20,5 7,8 0,38 
6 20,3 7,0 0,34 8 210 6,0 | 029 
7 21,1 5.4 0,26 
5. V. 17 22.55 | 12,4 | 0,55 
18 18,8 93 | 0,49 20 203 5.6 | 028 
19 19.0 10.2 0,53 006 
0.006 
10. V 21 23.8 12,0 0,50 
22 18,0 74 O41 24 #196 52 | 026 
23 22.5 8.2 0,36 
a © 33 18,5 | 27,8 1,50 
34 220 306 1,39 36 =. 20,1 5.6 | 0.28 
35 238 | 334 1,40 1 
0,01 
26. \ 37 20,4 282 1,38 
38 216 23,2 1,08 “40 | 19,7 6.2 | 032 
39 21,2 | 229 | 1,08 
7. VI. 49 214 433 2,02 
50 19,6 | 43,7 | 2,23 52 156) 83 | 0,59 
5 9,7 7, 0,89 2 
0.02 51 19 ’ 17,4 
11. VI 53 20,5 | 48,0 | 2.34 
54 220 | 74,2 3,37 56 | 22,5 124 | 0.55 
55 20,8 0 ” 50, 72 76 
21. VI 65 22.1 6 0 27, 43 59 
66 20,3 ” 0 42, 79 51 68 19.0 108 | 053 
67 21,3 89 042 72, 87 03 
0,03 , 3 ee 
24. VI 69 20,7 0 0 37 41 
70 22.0 3,7 17 72 (215, 88 | 041 
71 19,7 4.9 25 
3. VII 81 19,7 0 0 23, 29 31 
82 21.2 0 0 '31,47,70 72 
83 20,7 0 0 18, 23 46 1g 
0,04 ‘ 
6. VIL. 84 20,3 0 0 41, 44 49 
85 21,1 0 0 29,47,69 71 
86 18,8 0 0 19, 25 34 
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Datum 
des 
rsuchs 


s 
& Ve 


7 
PF 
— 
< 


2. VI. 


14. VI. 


17. VI. 


26. VI. 


30. VI. 


10. VII. 


13. VII. 


Versuch 


Z 
ba) 


10 


13 


43 


45° 


46 
47 
57 
58 
59 


Mit Insulin AB 


Glykogen 
mee) 
: <= 
mg c xy 
12.0 0,50 
62 O31 
10.2 0.50 
10.2 049 
68 0,33 
63 0,30 
14.2 0,71 
10.8 058 
13.0 0.69 
124 0,55 
11.2 0,55 
124 0,61 
16,7 0,90 
222 | 0,97 
24,1 1,13 
20,1 1,00 
12.7 0.63 
17.4 0.89 
39,7 1,86 
66.4 3,00 
35,1 1,90 
40,8 | 2.15 
414 | 1,88 
19,4 | 0,90 
0 0 
5.0 | 0.24 
0 0 
26 | 0,12 
0 0 
0 0 
0 0 
0 0 
0 0 
0 0 
0 0 
6 0 


Krampfe 
nach Minuten 


17, 29, 35 
67, 81 
57, 63 

31, 59, 81 
60, 64 

51 

36, 41, 44 
44, 49 
35, 39 

23, 29, 39 
16, 19 

28, 37, 44 


Spontaner Tod 
nach Minuten 


Ohne Insulin 








Versuch 


16 


44 


48 


60 


64 


Korper- 
gewicht 


20,9 


20.5 


16,6 


18,8 


18,8 


20,1 


Glykogen 


ie 
223 
£3 
mg "Ves 
5.6 031 
10.2 0,49 
10.2 0,50 
46 028 
13.9 0.69 
17,6 0,70 
93 0,49 
93 0,49 
93 049 
93 0,46 





Ein Beitrag 
zur Mikromethode der Stickstoffbestimmung nach I. Bang. 


Von 
Kenzo Suto. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Kanazawa, Japan.) 
(Eingegangen am 14. Mai 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Es eriibrigt sich zu sagen, daB die von J. Bang ausgearbeitete 
Methode der Mikrostickstoffbestimmung ausgezeichnete Dienste ge- 
leistet hat. Doch erschienen mir nach meinen bisherigen Erfahrungen 
folgende Punkte zweifelhaft: 1. Ist es berechtigt, die Silberréhre als 
Kiihler zu benutzen? 2. Darf man Glaskiihler anstatt des Quarz-. 
Platin- oder Silberkiihlers benutzen’? 3. Ist der Trichter zum Ein- 
gieBen von Natronlauge unbedingt ndétig ’ 

Zur Beantwortung dieser Fragen habe ich folgende Versuche 


angestellt. 
1. Destillierversuche, die ich mit Bangs Einrichtung mit Silber- 
kiihler ausgefiihrt habe .. . . | Bang hat gezeigt, daB bei der Destillation 


von NH,-haltigem Wasserdampf ein Kihler aus Platin, Quarz oder 
Silber, nicht aus Glas’), unbedingt nétig ist. Es ist jedoch, wenigstens 
in Japan, nicht leicht méglich, einen aus Quarz oder Platin angefertigten 
Kiihler zu bekommen. Demnach haben wir ausschlieBlich Silberkiihler 
benutzt. Um die Zuverlassigkeit des Silberkiihlers zu priifen, habe ich nun 
nach der Bangschen Einrichtung?) mit Silberkiihler Destillierversuche 
angestellt. Der Silberkiihler wurde eine Stunde lang, direkt vor der 
eigentlichen Destillation, mit Wasserdampf griindlich ausgespiilt. Die 
Destillation wurde weiter fortgesetzt. Das Destillat — etwa 10 ccm — 
wird in der Vorlage mit 1,00ccm n/100 HCl aufgefangen und mit 
n/100 Na,8,O, zuriicktitriert. Die dabei erhaltenen Resultate sind 
wie folgt verzeichnet. 


1) 1. Bang, Mikromethoden zur Blutuntersuchung, 2. Aufl., 1920, S. 15. 
2) Ebendaselbst 1920, S. 14. 
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Tabelle I. 


Destillierversuche mit Bangs Einrichtung mit Silberkiihler. 








n/100 HCl, n 100 Nay Sy Oz, Alkaliabgabe, 


Nr. des vorgelegt verbraucht Differenz als NH :N ber 

Destillats . 
ccm com com mg N 

1 1.00 0.96 0.04 0.0056 

2 1.00 0.96 0.04 0.0956 

3 1,00 0.97 0.03 0.0042 

4 1.00 0.96 0.04 0.0056 

5 1.00 0.96 0.04 0.0056 
Mittel: 0.96 0.04 0,0056 


Die Versuche zeigen, daB der Silberkiihler eine nicht zu vernach- 
lissigende Menge Alkali abgibt. Wie bekannt, ist das reine Silber 
vollkommen bestandig gegen Ammoniak. Es ist jedoch zu bemerken, 
daS Silber ziemlich leicht in Lésung geht; wenn man irgendwo als 
Verbindungsstiick des Destillationsapparats einen Gummistopfen oder 
Gummischlauch benutzt, so gibt er ohne Ausnahme Schwefelwasserstoff 
ab, der das Silber sehr leicht zu Silbersulfid oxydiert — Schwarzung 
des Silbers. Das Silbersulfid wird dann durch die anhaltende Ein- 
witkung von Wasserdampf wenigstens zum Teil zu Silberhydroxyd 
verwandelt, welches durch die Einwirkung von Ammoniak sich leicht 
in Silberoxydammoniak verwandelt und in Wasser iibergeht, das 
selbstverstandlich als Alkali — OH’ — fungiert, was nach der folgenden 
Formel leicht verstandlich wird: 


Ag,S + H,O > Ag,O+-H,S. Ag,O+ H,O > 2AgOH > 2Ag’ + OH’ 
AgOH + n NH, Ag(NH,)n’ + OH’. 


2. Wie viel Alkali wird bei Benutzung eines Glaskiihlers in der 
Bangschen Einrichtung abgegeben ? Da das Glas mehr oder weniger wasser- 
lislich ist und Alkali abgibt, bemerkte Bang, daB man zur Anfertigung 
des Kiihlers kein Glas nehmen darf. Es fragt sich nun, ob es unbedingt 
nitig ist, andere Materialien, d. h. Quarz oder Platin, zu wahlen. Zur 
Klarstellung dieses Verhaltnisses habe ich mit einem aus gewéhnlichem 
Glas, Hartglas oder Jenaer Glas angefertigten Kihler folgende Versuche 


ingestellt. 


Der Kiihler wurde zuerst mit Chromschwefelsiure gereinigt, dann 
\) Minuten lang mit Wasserdampf durchgespiilt, alle Teile des Destilla- 
tionsapparats wurden verbunden, und dann wurde in 1,00 ccm n/100 
HCl tiberdestilliert. Die Menge des Destillats betrug in allen Fallen 
etwa 10 cem. Das Destillat wurde dann wie iiblich mit n/100 Na,5,O, 
turiicktitriert. Die Resultate sind in Tabelle II verzeichnet. 
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Tabelle II. 


Destillierversuche nach neuer Einrichtung mit Glaskiihler, s. unten Aly}. | 





n/100 HCl, n/100 NazS,O3, | Alkaliabgade, 
Nr. des vorgelegt verbraucht Differenz als NHgsN ber 


Destillats ‘ 
ccm ccm ccm mg N 
A. Versuch mit Glaskiihler aus gewohnlichem Weichglas. 
1 1,00 0.96 0,04 0.0056 
2 1,00 0.95 0.05 0.0069 
3 1,00 0,96 0,04 0,0056 
4 1,00 0.96 0,04 0.0056 
Mittel: 0,96 0,04 0,0056 
B. Versuch mit Glaskihler aus Hartglas, japanisches Fabrikat. 
1 1,00 0,99 0,01 0,0014 
2 1,00 0,99 0,01 0,0014 
3 1,00 0.99 0,01 0,0014 
4 1,00 0,99 0,01 0,0014 
Mittel: 0,99 0,01 0,0014 
C. Versuch mit Glaskihler aus Jenaer Geriteglas. 
1 1,00 0,99 0,01 0.0014 
2 1,00 0,99 0,01 0,0014 
3 1,00 0,99 0,01 0,0014 
4 1,00 0,99 é 001  —— 0,0014 


Mittel: 0.99 0.01 0.0014 


Die oben angefiihrten Versuche zeigen, daB bei der Verwendung 
von einem aus Jenaer Geriteglas angefertigten Kiihler im Mittel eine 
0,0014 mg, von dem aus Hartglas ebenfalls eine 0,0014 mg, aus gewohn.- 
lichem Weichglas angefeatigten eine 0,0056mg Ammoniak-N ent. 
sprechende Menge Alkali abgegeben werden. Die Alkalimenge, welche 
aus dem gewéhnlichen Glas abgegeben wird, stimmte wiederum, wenn 
auch zufallig, mit der vom Silberkiihler abgegebenen iiberein. Nach 
diesen Versuchen kann man mit Recht sagen, daB, wenn man direkt 
vor der Verwendung des Kiihlers aus gutem Glase einige Zeit — etwa 
5 Minuten — mit Wasserdampf gespiilt hat, man diesen ohne Schaden 
verwenden kann, besonders, wenn man durch einen blinden Versuch 
korrigiert. 

3. Ist der Trichter zum EingieBen von Natronlauge unentbehrlich | 
Zur sicheren Verhiitung von Ammoniakverlusten hat Bang an dem 
Destillationsapparat einen kleinen Trichter angebracht, welcher zum 
EingieBen von Natronlauge bestimmt ist. Nach meiner Erfahrung 
hat sich herausgestellt, daB man den Trichter ohne Bedenken weglassen 
darf. Man gieBt am einfachsten in folgender Weise ein. Der Oxydations- 
kolben mit der zu priifenden Substanz wird mit 10 bis 20 cem Wasser 
beschickt, gut durchgemischt und abgekihlt, dann 14Bt man an der 
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Wand des Kolbens entlang Natronlauge (spez. Gew. 1,5) einflieBen. 
Die Natronlauge sinkt stets auf den Boden des Kolbens herab. Nun 
werden alle Bestandteile des Destillationsapparats verbunden. Am 
zweckmaéBigsten bespritzt man den Gummistopfen mit Wasser. Dann 
geht der VerschluB des Kolbens ganz glatt vonstatten. Der Kolben- 
inhalt wird darauf gut durchgemischt und abdestilliert, ohne daB 
irgend ein Verlust an NH, zu befiirchten ware. 

Die Beriihrung des Gummistopfens mit der Natronlauge, die von 
Bang besonders beriicksichtigt wird, kommt nicht mehr in Frage, wenn 
man beim EingieBen der Natronlauge eine dazu bestimmte Pipette mit 
Gummispitzen verwendet. 

Aus den oben angefiihrten Griinden habe ich die von Bang vor- 
geschlagene Einrichtung in folgender Weise (s. Abb. 1) modifiziert. 
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Abb. 1. 
Destillierapparat fiir Mikrokjeldah|. 1),2 nat. Gr. 


Df = DreifuB mit geschichtetem Drahtnetziiberzug zum bequemen Auf- 
setzen des Siedekolbens. 
D = Rundkolben als Dampfentwickler, der halb mit Wasser gefiillt und 
mit 2 bis 3g Talkpulver beschickt wird. 
P P’ P" = Gummistopfen, der 30 Min. lang mit 2°), Natronlauge, dann ebenso 
lange mit Wasser ausgekocht wurde. 
G@ = Steifer Gummischlauch, der vorher mit Natronlauge ausgekocht wurde 
DR Destillierrohr. 
R = Destillierkolben mit einem Inhalt (des aufgeblasenen Teiles) von 
etwa 100 ccm. 
K = Kuhler aus schwer léslichem Glase. 
V = Vorlage mit n/100 HCL 


Man 14Bt den ganzen Apparat aus Jenaer Glas oder Hartglas 
bester Qualitaét anfertigen. Das Dampfzuleitungsrohr wird durch den 
Scheitel des Destillierrohres, des sogenannten Hopkinsrohres, welches 
ich seit 30 Jahren selbstindig benutzt habe, in den Kolben gesteckt, 
lamit man den Kolbenhals betrichtlich enger und den VerschluB des 


Biochemische Zeitschrift Band 187. # 








82 K. Suto: 


Kolbens dichter machen kann. Ich habe nun mit der modifizierte; 
Einrichtung eine Reihe von Blindversuchen mit Natronlauge angeste|): 
Man gieBt in den Oxydationskolben etwa 20cem Wasser, 0.5 com 
Natronlauge von 1,5 D, worauf wie iiblich abdestilliert wird. Die 
Menge des Destillats betrug etwa 10cem, welche alsdann mit n |W 
Na, 5,0, zuriicktitriert wird. Die Resultate stimmten mit den bei de: 
vorigen Versuchen, also ohne Natronzusatz, erhaltenen Resultaten 
vollkommen iiberein; mit anderen Worten, das Alkali im Destillier. 
kolben geht niemals in die Vorlage iiber, s. Tabelle III. 


Tabelle III. 


Blindversuche mit einer vom Verfasser verbesserten Einrichtung (s. A} 
mit Natronlauge. 





) Nag Sy 
n,100 HCl, vorgelegt - eee Differenz 


Nr. des Destillats 

com ccm com 

1 1,00 0.99 0,01 

2 1.00 0.99 0.01 

3 1.00 0.99 0.01 

4 1,00 0.99 0.01 

5 1.00 0.99 001 
Mittel: 0.99 0.01 


Um die Zuverlassigkeit der neuen Einrichtung weiter zu kon 
trollieren, habe ich mit n/100 (NH,),S0O, Destillierversuche angeste|! 
Die Resultate, die man‘aus Tabelle IV ersehén kann, sind tadellos 








Tabelle IV. 
Destillierversuch mit n/100 (NH,),S0O,. 
njl00 (NH,)2SO, n/100 HCl, n/100 Na, S203, ) Ammon-N 
Nr. des zur Bestimmung vorgelegt verbraucht gefunden (korr 
Destillats 
ccm ccm ccm mg N 
l 1,00 1.00 0.79 0.028 
2 1.00 1.00 0.79 0.028 
3 1.00 1.00 0.79 0.028 
4 1,00 1,00 0,79 0,028 
5 1.00 1.00 0.79 0.028 
Mittel: 1,00 0,79 0,028 


Die vorliegenden Destillierversuche zeigen, daB die gefundenen 
Werte vollkommen genau mit den theoretischen iibereinstimmen 
wenn man als Korrektur 0,01 cem zu dem Thiosulfatverbrauch hinzu- 
addiert. Man kann also mit Sicherheit sagen, daB die von mir vor. 
geschlagene, ganz aus Glas angefertigte Einrichtung ohne weiter 
mit gutem Erfolg zu verwenden ist. 
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Zusammenfassung. 


1. Bei der Ausfiihrung der Mikrostickstoffbestimmung kann man 
hne Bedenken Kiihler aus Jenaer Glas oder Hartglas bester Qualitat 
wnstatt des Quarz- oder Platinkiihlers benutzen. 

2. Ein Silberkiihler gibt ohne Ausnahme Alkali ab, was man in 
folvender Weise erklaren kann. Das Silber wird durch die Einwirkung 
von Schwefelwasserstoff, der aus dem Gummi stammt, zu Schwefel- 
silber oxydiert. Das Silbersulfid wird dann durch die anhaltende Ein- 
wirkung von Wasserdampf in Silberhydroxyd verwandelt und geht in 
Wasser tiber, besonders leicht bei Anwesenheit von Ammoniak; durch 
Dissoziation entstehen dann Silber- und Hydroxylionen. 

3. Die von mir vorgeschlagene Destilliereinrichtung darf man 
wohl mit Recht fiir die Mikrostickstoffbestimmung empfehlen. 


6* 
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IX. Mitteilung: 


Uber den Synergismus der EiweiSkérper in den aus ihnen bestehenden 
Mischungen. 


Von 


F. Bohm. 
(Aus dem biologischen Institut der Komensky-Universitaét in Bratislava.) 
(Eingegangen am 15. Mai 1927.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Der Zweck der vorliegenden Arbeit war, zu untersuchen, wieweit 
sich das Fallungsbild eines natiirlich vorkommenden EiweiBkérpers, 
also Serums, oder Organeiweifs aus den Fillungsbildern seiner Kom. 
ponenten rekonstruieren lieBe. Um einen klaren Uberblick der méglichen 
Ergebnisse zu bekommen, wurden als Objekte der Untersuchungen 
EiweiBgemische gewahlt, die nur aus zwei Komponenten sich zusammen. 
setzen, also HiihnereiweiB und Pferdeserum. Da die beiden Eiweil. 
kérper aus Albuminen und Globulinen bestehen, konnten die Ergebnisse 
auch zu einer Untersuchung der Fallungen der Albumine und Globuline 
im allgemeinen verwertet werden. Als drittes Untersuchungs- und 
Vergleichsobjekt wurde ein Globulin pflanzlichen Ursprungs dazu. 
genommen: Edestin aus Hanfsamen. 

Die einzelnen EiweiBkérper wurden nach den bekannten Methoden 
gewonnen: die Globuline mittels Halbsattigung mit Ammonsulfat, div 
Albumine mittels nachtraglichem Auskristallisieren nach Hopkins- 
Pincus. 

Von den erhaltenen EiweiBstoffen wurden 1°, Lésungen bereitet 
in geometrischer Reihe verdiinnt und mit dem analog verdiinnten 
Fallungsmittel nach der Methode Beckas gefallt. Aus der ganzen Reili 
von Fallungsmitteln, die in den bisherigen Arbeiten iiber die Eiweil- 
koagulation nach Becka verwendet wurden, kamen folgende als die 
am charakteristisch wirksamsten in Anwendung: CuS0O,, Fell, 
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Tannin, Pyrogallol in molekularer, HgCl, in 5%, und Trichloressig- 
siure in 10% Lésung. 

Die einzelnen Fallungen wurden folgendermaBen vorgenommen: 
Es wurde die 10%, Lésung der Komponenten, also Albumin und Globulin 
fir sich, dann eine 1 % Mischung der beiden gefallt. Die Konzentration 
dieser EiweiBlésung wurde mittels der Formoltitrierung nach Steinegger 
bestimmt. Wie die Untersuchungen von Kubdnek zeigen, bewirkt das 
smmonsulfathaltige Medium bei gewissen Fillungsmitteln eine Ver- 
inderung der Fallungszah!l (worunter die Summe der gefillten Tropfen 
zu verstehen ist) gegeniiber der Norm. Dem wurde durch weitgehende 
Dialyse abgeholfen. 


Experimenteller Teil. 


Im folgenden die einzelnen Ergebnisse der Arbeit. Es wurden nur die 
Fallungsbilder des HiihnereiweiBes und des Edestins abgebildet; da die 
Fallungsbilder des Blutserums schon in mehreren Arbeiten erschienen, 
wurde von ihrer Wiedergabe, schon wegen Raumersparnis, abgesehen. 


1%, Lésung von Eialbumin in Wasser. (Abb. 1.) 


Der Mittelwert aus den Fallungen betrigt 17. Der Umstand, da8 
CuSO, die Blutalbumine nicht fallt, scheint auf die Albumine verallgemein- 
bar zu sein, die Fallungszahl bei vorliegendem Eialbumin ist ebenfalls 








Null. 
72534 § 
I 
a t 
: : 
- 4 m/, Tonrun 
v get fi 43 














/y Fell, 
ger fl: 12 
10% Cl, COOH | ms Pyrogatiol 
get f1: 5 ger. f1:4 
Abb. 1. 


1°, Lésung von Eiglobulin in Wasser. (Abb. 2.) 


Der Mittelwert der Fallungen betrigt 31 ohne die Fallungszahl von 
CuSO,, mit ihr 30. 


Wie man aus den einzelnen Fillungszahlen ersieht, ist die Fallbarkeit 
der Globuline fast um das Doppelte gréGer (ausgenommen der Trichlor- 
essigsiure) als die der Albumine. Dies Verhaltnis bringen auch die Mittel- 
werte aus den Fallungszahlen klar zum Vorschein: 30: 17. 
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Bemerkenswert ist, daB CuSO, und FeCl, nur bei gréBeren Fal! 
mittelverdiinnungen fallen, von 0,12°, an. Dasselbe ist bei den ana 
SerumeiweiBkérpern zu konstatieren. 


—=_e P Tannin 
get f-37 ger 11:52 


















































10 % 4 COOH mm, Pyrogallo! 
get fT: 6 get 11: 26 
jy Fe Ly, /, Sine 
get fT. 2s get FI: 27 
Abb. 2. 


1°, Lésung von gleichen Teilen Albumin und Globulin in Wasser. (Abb. 3 


Mittelwert der Fallungen ist 24. Betrachtet man den Typus der Fallung, 
so nimmt man eine pragnante Ahniichkeit mit den einzelnen Typen de: 











5% MgO, 


























get F121 mj; Tanrun 
gel Fk: 46 
10% C11, COOH lm, yregato! 
get FI: 19 ef f1: 27 
mh, Felt, m/, CuSO, 
get. 1:22 get FI: 15 


Abb. 3. 
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ntsprechenden Globulinfaéllungen wahr. Dies gilt fiir alle Eiweib- 
ren mischungen, die Globuline enthalten; also ist der Typus der Fallung solcher 
EiweiBkérper von den Globulinen verursacht. 

Beobachtet man aber die einzelnen Fallungszahlen, so sind die der 
Mischung immer gréBer als die entsprechenden der Albumine, aber immer 
kleiner als die der Globuline. Es ist, als iibten die Albumine eine ver- 
zogernde Wirkung auf die Fallbarkeit der Globuline aus. Bei der naheren 
Betrachtung des Verhaltnisses der Fallungszahlen des Albumins, des 
Globulins und der ihrer Mischung ergibt sich letztere als das arithmetische 
Mittel aus den Fiallungszahlen der beiden ersteren. Es laBt sich also fest- 
stellen: Die Fdllungszahl eines EiweiBgemisches, das aus zwei Komponenten 
hesteht (hier Albumin und Globulin), ist ungefdhr das arithmetische Mittel 
aus den Fdllungszahlen der einzelnen Komponenten. 

Eine gréBere Unstimmigkeit mit obiger Regel ist nur beim Pyrogallol 
zu konstatieren; die Fallungszahl der Mischung betragt 27, anstatt der 
erwarteten Zahl um 15, das ist das arithmetische Mittel aus den Fallungs- 
zahlen der Komponenten. Wie weitreichend der EinfluB der Albumine auf 
die Fallung iiberhaupt ist, erhellt folgender Umstand, der gleichzeitig 
inen Beweis der Giiltigkeit obiger Regel bedeutet: CuSO, fallt Albumine 
nicht, Globuline mit der Fallungszah!l 27. DemgemaB6 erwartet man auch 
als die Fallungszahl der Mischung eine Zahl von ungefahr 27. Dem ist 
aber nicht so, sie wird stark vermindert und betragt 15, das ungefahre 
Mittel aus den Fiallungszahlen der Komponenten ist: (0 + 27): 2 = 14. 
Die Mittelwerte aus den Fiallungen verhalten sich auch geméB des oben 
Ausgesprochenen. 


. 3) 1% Lésung von genuinem Hiihnereiweif. (Abb. 4.) 


ng, Will man die Fallungsbilder des natiirlichen HiihnereiweiBes zwecks 
det Bekraftigung der oben ausgesprochenen Regel mit den Fallungsbildern 
der Mischung aus den Komponenten vergleichen, so mu®B man sich schon 
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Abb. 4. 
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im vornherein vergegenwiartigen, daB die Typen der einzelnen FAllunygen. 
die Fallungszahlen, womdglich verandert ausfallen werden. Erstens ist ja 
die Mischung ana partes zubereitet; 0,5 g Albumin und ebensoviel Globuliy 
in 100 cem Wasser, selbstverstandlich fallen die Konzentrationsverhaltn iss; 
im genuinen HiihnereiweiB anders aus. Zweitens, wie sich aus den ein. 


schligigen Arbeiten von Betka und Sinkora ersehen laBt, iiben die in der 
EiweiBlésung vorkommenden gelésten Stoffe teils vermindernden, teils 
vergréBernden EinfluB8 auf die Fallbarkeit der EiweiBstoffe aus. Mit 
diesen Umstainden muB8 bei der Vergleichung gerechnet werden. Wie man 
aus den Fallungszahlen ersieht, ist die Fallungszahl gegeniiber der dey 
Mischung merklich vergréBert bei CuSO, und HgCl,, unproportioniert 
verkleinert bei FeCl, Die VergréBerung der Fallungszahlen von CuSO, 
und HgCl, ist ungefahr das Doppelte. Der Typus der Fallung und die 
Fallungszahlen stimmen bei Tannin, Pyrogallol und Trichloressigsaéure mit 
dem der Mischung iiberein. Ubrigens ist der Typus der Fallung auch bei 
HgCl,, minder auch bei CuSO, iibereinstimmend. 


Eine bessere Ubersicht iiber die gewonnenen Tatsachen gewalrt 
folgende Tabelle. 





> 





Pallungszah! des Fallungszah! 
Since | dee | 
. , metisches cr des 
Fallungsmitte! Mittel aus _Mischung enuinen 


Eialbumins Eiglobulins den beiden || as aus den ~ roan 
beiden eiweibes 





mol. Tannin . : 43 52 47 46 43 
10°, CCL,COOH 15 16 15 19 20 
mol. Pyrogallol . 4 26 = 15 27 30 
mol. CuSO, . 0 27 14 15 33 
mol. FeCl, . 12 25 18 22 8 
Mittel ans den Fallungen: 17 30 23 24 29 


Im zweiten Teile der Arbeit wurden die Eiwei8kérper des Pferdeserums 
im obigen Sinne zubereitet und gefallt. Das dazu verwendete Serum war 
hamolytisch, und so differieren die Fallungszahlen von denen des Normalen, 
wie aus der Arbeit von Reiner ersichtlich ist. Zur Orientierung dient ie 
folgende Tabelle. Wie aus den Versuchen erhellt, bestatigt sich die oben 





Fallungszahl des Fallungszah! 
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. ; isches 

witenguatiest Serums Serum: Mittel ‘ous Mischeng des 

albumins globulins den beiden der Kompo- _Blutserums 
nenten 

5% HgCl,. . 36 40 38 40 58 
mol. Tannin . 27 60 43 42 52 
mol.C Cl, COOH 12 13 12 12 15 
mol. Pyrogallol 8 30 19 18 24 
mol.CuSO, . 0 26 13 19 23 
mol. FeCl, . 13 8 1 16 16 


Mittel aus den 
Fallungen . 19 29,5 22,5 24,3 31 
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angefiihrte GesetzmaéBigkeit. Das Nichtiibereinstimmen der Fallungszahlen 
des HgCl, und Tannin beim Serum einerseits und bei der Mischung aus 
Serumalbumin und Globulin andererseits ist vielleicht verursacht von dem 
Hamoglobingehalt des Serums, oder handelt es sich auch hier um die 
verandernde Wirkung der Begleitstoffe, von denen das wirksamste, Harn- 
stoff, seinen Einflu8 noch in minimalen Konzentrationen geltend macht. 


Als drittes Untersuchungsobjekt wurde ein Globulin pflanzlichen 
Ursprungs gewaéhlt; Edestin aus Hanfsamen. Dieses gelangte 0,5% in 
10°,, NaCl-Lésung zur Verwendung. Da sich das Edestin in der Salzlésung 
gerade léste, hatte das im Fallungsmittel enthaltene Wasser einen gewissen 
EinfluB auf den Vorgang der Fallung, dieser erstreckte sich, wie aus be- 
sonderen Versuchen ermittelt wurde, bis zur Reihe IIT. Vielleicht ist dadurch 
las spezielle Fallungsbild des Edestins verursacht (Abb. 5), das Fallungsbild 
ist namlich méglichst einfach, d. h., es fehlt das Stufenférmige, Unregel- 
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get. 11:36 
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Abb. 5. 


maBige im Fallungsbilde, wie es die bisherigen Fallungsbilder zeigten. Am 
besten ist diese Einfachheit beim FeCl, ausgedriickt. Die Fallungszahl bei 
CuSO, ist 100, die ganze Flache ist getriibt, nach einer gewissen Zeit 
peptisieren die Fallungen und verschwinden. 

Vergleicht man die Fallungszahlen der drei untersuchten Globuline, 
so ist die Fallbarkeit im Mittel am kleinsten beim Serumglobulin, gréBer 
beim Eiglobulin, am gré8ten beim Edestin, wo es 51 betragt. Die mittlere 
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Fallbarkeit der Albumine ist aber beim Serumalbumin gréBer als bein 
Eialbumin. Vergleicht man iibrigens die Mittelwerte der Fallungsza)|«) 
der EiweiBkérper des HiihnereiweiBes und des Serums, so ist eine starkere 
Fallbarkeit der EiweiBkorper eigentlich nicht scharf ausgepragt. 





Mittelwerte . ‘ . ae 
aus den Fiilungszahlen von Beim Hiuhnereiweif Beim Serumeiweif 


ee SSS es Ks 17 19 
es er 30 29,5 
Arithmetisches Mittel. . 23 22.5 
ey) 6 a 5 Bs 24 24,3 
Eig. Eiweiblésung .. . 29 34 


Versuchsweise wurde eine 1%, Lésung von Edestin und Eialbumin 
gefallt. Die arithmetischen Mittel der Fallungszahlen der Komponenten 
stimmen aber wenig mit den Fallungszahlen ihrer Mischung iiberein. Der 
Grund dazu wurde nicht ermittelt, vielleicht ist die Nichtiibereinstimmung 
von der Spezifitét der EiweiBkérper bedingt, da ein solches pflanzlichen 
Ursprungs mit einem tierischen gemischt wurde, oder durch den Umstand, 
daB das Eialbumin in der Mischung ebenfalls in Kochsalzlésung zur Ver- 
wendung kam, die Fallungszahlen beziehen sich aber auf in Wasser geléstes 
Albumin. 


Die hier gewonnene Erkenntnis laBt sich vielleicht zum Versuch eine: 
anndihernd quantitativen Analyse von qualitativ bekannten EiweiBgemischen 
verwenden, nur mu zuerst der verandernde EinfluB der Begleitstoffe auch 
diagrammatisch zum Ausdruck gebracht werden. Das Prinzip ware das 
folgende: Man fallt die natiirliche EiweiBmischung von bekannter Kon. 
zentration an Gesamteiwei8; dann bereitet man verschieden konzentrierte 
Lésungen der sie aufbauenden Komponenten und fallt diese ebenfalls. 
Diejenige kiinstliche Mischung, die die gleichen Fallungsbilder und FAallungs- 
zahlen mit der zu analysierenden EiweiBlésung hat, hat auch ihre Kon- 
zentration. Selbstverstindlich mu®8B man die verandernden Wirkungen 
in Betracht ziehen. Qualitative Analysen einzelner EiweiBkérper liefen 
sich leicht durchfiihren, es gelang, Albumine und Globuline mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 98° zu identifizieren. 


Diese Arbeit, welche als Vorversuch zu einer eigentlichen, biologischen 
Arbeit anzusehen ist, wird fortgesetzt; wobei hauptsichlich EiweiBstoffe 
niederer Tiere untersucht werden, mit besonderer Riicksicht auf die in 
ihnen vorkommenden Muzine und basischen Eiwei8kérper: Histone und 
Protamine. 


Zusammenfassung. 
1. Es wurde die Rekonstruktion des Fallungsbildes und der Fallungs- 
zahl eines EiweiBgemisches aus den analogen Konstanten seiner Kom- 
ponenten versucht. 


2. Dazu wurden EiweiBgemische untersucht, die aus Albumin und 
Globulin bestehen. 
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3. Es lieB sich konstatieren: 

a) daB der Typus der Fallung von den Globulinen verursacht 
wird, 

b) daB die Fallungszah] des Gemisches eine Resultante aus den 
Fallungszahlen der beiden Komponenten, in diesem Falle 
ihr arithmetisches Mittel ist. 

4. Diese Ergebnisse, die aus kiinstlichen Mischungen erbracht sind, 
sind auch auf die entsprechenden natiirlich vorkommenden EiweiB- 
gemische iibertragbar, wobei man gewisse Korrekturen in Betracht 
ziehen muB, die durch die die EiweiBkérper begleitenden gelésten 
Substanzen bedingt sind. 

5. Der Mittelwert der Fallungen der Globuline ist am gréBten 
beim Edestin, kleiner beim Ei, am kleinsten beim Serumglobulin. 

6. Der Mittelwert der Fallungen des Serumalbumins ist gréBer 
als der des Eialbumins. 

7. Die Mittel aus den Mittelwerten der Fiallungen des Hiihner- 
eiweiBes und SerumeiweiBes sind annahernd gleich, 24:25, also ist 
eine Mehr- oder Minder-Ausgepragtheit der Fallbarkeit der betreffenden 
EiweiBstoffe nicht zu ersehen. 


Literatur. 
Diese Zeitschr. 187, H. 4/6, 1923; 188, H. 4/6, 1923; 149, H. 1/2, 1924; 


171, H. 1/3, 1926. — Betka, Spisy vys. skoly zvérolékarské Brno 1922, 
I, 8.5. — Kubdnek, ebendaselbst 1922, I, 8.9. -- Reiner, ebendaselbst 


1923, II, S. 16. 











Studien iiber den Blutkatalasegehalt 
- bei den Bergstammbewohnern Mittelasiens. 


Von 
A. I. Alexeeff. 


(Aus dem biochemischen Institut der medizinischen Fakultat 
der mittelasiatischen Staatsuniversitét in Taschkent.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1927.) 


Das Ferment Katalase, das sich in weiter Verbreitung sowoh! 
in tierischen als auch in pflanzlichen Organismen vorfindet, zerlegt 
Wasserstoffsuperoxyd unter Bildung von inaktivem Sauerstoff; dies 
fiihrte zu der Annahme, daB beim OxydationsprozeB innerhalb der 
Gewebe, bei welchem als Zwischenprodukte Superoxyde zu entstehen 
pflegen, die Katalase als Schutzagens teilnimmt. 


Der Wirkungsmechanismus dieses Ferments konnte bis heute noch 
nicht endgiiltig aufgeklart werden. Nach der Ansicht Englers (1) geht die 
Katalase mit dem Wasserstoffsuperoxyd Zwischenverbindungen ein, die 
nachher unter Bildung von Wasser und inaktivem Sauerstoff zerlegt werden : 


K+ H,0, > <a, —<— —~> 2K+0,+2H,0. 


Burnett (2) (3) beruft sich auf die Fahigkeit der Katalase, aus orga- 
nischen Superoxyden Sauerstoff frei zu machen, und erachtet es deshalb 
als eine Funktion der Katalase, organische Gewebe vor dem schadlichen 
EinfluB der Superoxyde zu schiitzen. Der von einer Reihe von Ce- 
lehrten (4) (5) (6) (7) beobachtete Parallelismus zwischen der Intensitat der 
oxydierenden Prozesse (Grundumsatz) und dem Gehalt an Katalase be- 
statigt diese Ansicht. Auch bringen neuere Untersuchungen an Bak- 
terien (8) (9) (10) (11) (12) weitere Beweise zugunsten der Annahme einer 
schiitzenden Rolle der Katalase; bei einer Anzahl von Mikroorganismen 
konnte eine VergréBerung des Gehalts an Katalase parallel zum verstarkten 
Intensitétsgrad der Oxydationsprozesse festgestellt werden. 


Ein vergleichendes Studium iiber den B. K. G. (Blutkatalasegehalt) 
bei den Berg-, Vorberg- und Talstammbewohnern (13) (14), das in der 
vergangenen Sommersaison von uns vorgenommen wurde, ergab, dal 
der B. K. G. bei Bergbewohnern (38°%,) héher ist als der bei den Be- 
wohnern des Vorgebirges und der Ebene; auch dieses spricht fiir die 


In! 
we 


stl 
10 


be 
de 
de: 
de 
jet 

da 

ge’ 
B. 

ste 
M 
ZW 
Ke 

da: 
die 
vol 
wa 
mi’ 
Ze 
Sa 
im 


dw 
fes' 
sic] 
aus 
sic] 
der 
der 
Wa 


148 
des 
den 


dies 











A. I. Alexeeff: Studien iiber den Blutkatalasegehalt. 93 


Annahme einer Schutzfunktion der Katalase bei den Oxydationen 
innerhalb der Gewebe. Bei diesen Untersuchungen konnte festgestellt 
werden, daB der B.K.G. bei Bergbewohnern wiahrend der Morgen- 
stunden sein Maximum, am Abend aber sein Minimum erreicht. Der 
Prozentsatz dieser Verringerung des B.K.G. bewegt sich zwischen 
10 und 30%. 

Im Sommer 1926 wurden die Untersuchungen iiber den B. K. G. 
bei Bergbewohnern fortgesetzt, wobei parallel auch Beobachtungen 
des Viskositaétsgrades des Blutes, der Menge an Erythrocyten und 
des Hb-Indexes angestellt wurden. Der Katalasegehalt wurde mittels 
der Permanganatmethode nach A. Bach und Subkowa (15) bestimmt, 
jedoch mit der von uns schon im vorigen Jahre eingefiihrten Abanderung, 
daB namlich an Stelle von 2 cm einer 1 %igen H,O,-Lésung 5 cem an- 
gewendet wurden, und zwar in der Absicht, daB sogar bei einem hohen 
B. K. G. immerhin noch mehr als die Hialfte des zugesetzten Wasser- 
stoffsuperoxyds unverbraucht tibrigbleibt. Zu allen Versuchen wurde 
Mercks Perhydrol benutzt; das verwendete Wasser war stets vorher 
zweimal destilliert worden. Jedem einzelnen Versuch wurde eine 
Kontrollbestimmung angeschlossen und aus den erhaltenen Werten 
das Mittel gnommen. Der B. K. G. selbst wurde ausgedriickt durch 
die Anzahl Milligramme H,0,, die durch 1emm Blut nach Verlauf 
von 30 Minuten reduziert worden waren. Die Versuchstemperatur 
war 20,0 bis 20,5°; pa betrug etwa 7,1. Der Viskositétsgrad wurde 
mit dem Hessschen Viskosimeter ermittelt, die Erythrocyten mit der 
Zeissschen Zahlkammer und der Hb-Index mit dem Hamometer nach 
Sahlii. Die Untersuchungen wurden ebenso wie in der vorigen Saison 
im Kischlacke Britsch-Mulla vorgenommen, und zwar morgens zwischen 
7 und 9 Uhr und am Abend von 5 bis 7 Uhr an Tadjicken, bei denen 
durch eine vorhergehende arztliche Untersuchung normale Gesundheit 
festgestellt war. Die der Priifung unterzogenen Tadjicken befanden 
sich im Alter von 25 bis 35 Jahren, ihre Nahrung bestand hauptsachlich 
aus Kohlehydraten. Einer schweren physischen Arbeit unterzogen 
sich die Leute an den Versuchstagen nicht. Die Lufttemperatur wahrend 
der Arbeitsperiode vom 25. Juni bis zum 25. August schwankte in 
den Grenzen von 18 bis 20° am Morgen und am Abend von 20 bis 22°. 
Wahrend des Tages erreichte sie mit 30,0 bis 31,5° ihren Héhepunkt. 


Beschreibung der Versuchsresultate. 


Bei einer kritischen Durchsicht der Zahlen der Tabellen I und I 
laBt sich eine Abnahme der katalatischen Kraft sowie der Viskositat 
des Blutes in den Abendstunden bei einem Vergleich mit denen in 
den Morgenstunden feststellen. Der mittlere prozentuale Ausdruck 
dieser Verringerung des B. K. G. betragt 12,5 und der des Vis- 
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Tabelle 1. 
Resultate der im Juli ausgefiihrten Versuche. 

sf * * gu as t ri $5 

Name | Bestime | B.K.G, Viskor 22 E z Sa e3: - 55 52 
meng | de) 2 | § | bg 6 5| a | E> | se 

=e a + ~ * = = zs 

JS. Ayend' 24 58 61 | 122| 88 2 | 1 227/68 os 
nm Meer 8 | 88 | 621 | 2 | ae | a [oa] | 
RR Apend 204/58 44 9 da | 7 8 (BLL 60 46 
UB. Xyend' 208/54 65 195 82 | 1 4/227 58 45 
JC. ‘Moen 158) 40 88+ 8 41 | 4 | 18/159 48 37 
FR. Nyon 192 32 64 125 30 | BM | 225) 56 65 
SB. Mend) 24 | Bt 67 at 82 | 19 | 18 | 287/56 675 
J.@. rere ry He = = 40 16 10 | 215) 58 595 
NU. Kyend 204 | 48 67 180 30 | % | 2% 228/55 620 
A. K. | Morgen | oe | Sa | oa | 188 | oo | 18 | 26 | 289/ 60 | G65 
wo, Morm) %4/ 4984 108 88 yg Laa7| 47 
A. D. —— — ef . = oe | 10 | 11 | 215/53 6,1 


kositaétsgrades 12. Das mittlere Maximum des B. K. G. (am Morgen) 
ist 23,2, das mittlere Minimum (am Abend) 20,3. Das Gesamtmittel 
aus den Werten von 200 Bestimmungen des B. K. G. betragt 21,75, 
eine Zahl, die als eine Bestatigung des in der vorigen Saison als Mittel- 
wert bei 116 Bestimmungen gefundenen B.K.G. (21,1) angesehen 
werden kann. Das mittlere Maximum des Viskositaétsgrades (am 
Morgen) ist 5,86, das mittlere Minimum (am Abend) 5,24. Das Gesamt- 
mittel aus allen Bestimmungen des Viskositatsgrades betragt 5,55. 

Genauere Bestimmungen der Wechselbeziehungen zwischen dem 
B. K. G. und dem Grade der Viskositaét lassen sich erreichen, wenn 
man die Methoden biologischer Variationsstatistik anwendet. 
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Studien iiber den Blutkatalasegehalt. 


Tabelle II. 
Resultate der im August ausgefiihrten Versuche. 





Name 


S. R. 


D.K. 


K. B. 


K. F. 


Wenn wir die Formel von 
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Morgen 
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Morgen 
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Mittelwert 
B. K. G. 
Mittelwert 
der Viskositat 


| 6,1 


Mittelwert der 
Erythrocyten 


6,1 


6,85 


benutzen, so erhalten wir nach Einfiihrung entsprechender Korrektur 
als Koeffizienten der Korrelation den Wert 0.87, was auf eine sehr 
bedeutende Korrelation zwischen dem B.K.G. und dem Grade der 


Viskositat hinweist. 


Was die Abhangigkeit des B. K. G. von der Menge der Erythro- 
cyten und dem Hb-Index anlangt, so ergibt sich in diesem Falle fiir 
Dies laBt 


den Korrelationskoeffizienten ein niedrigerer Wert (0,72). 


sich wie folgt erkliren: Die Menge der Erythrocyten ist sowohl in 
den Morgen- wie auch in den Abendstunden bei ein und demselben 
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Tabelle I1l. 


Korrelation zwischen dem B. K. G. und dem Grade der Viskositat des Blutes 
bei Tadjicken im Kischlacke Britsch-Mulla. 











s | 4 e*ieiszixaitie/l/asaisie 
PITITITITITIFILI LIT Ti: 

x eiaiesie¢/i/se/i/aia¢/isisirns 

+ a + 7 nal es | <€ < < 
15,0—15,8 1 1 
15,9—16,7 1 l 
16,8—17,6 1 l 
17,7—18,5 2 1 3 
18,6—19,4 1 1 1 3 
19,5—20,3 2 2 4 
20,4—21,2 Ling 1 4 4 
21,3—22,1 3 2 1 4 
22,2—23,0 2 2 4 
23,1—23,9 | 1 4 1 6 
24,0—24,8 2 3 5 
24,9—25,7 | 1 2 1 4 
25,8—26.6 :% 1 1 ; 
= 1 2 5 6 7 5 13 r 3. 8 2 ) 


Individuum fast die gleiche (13 Versuche zeigen eine unbedeutende 
Verminderung und 12 eine ebenso unbedeutende Vermehrung der 
Quantitaét an Erythrocyten; diese Schwankungen aber bewegen sich 
innerhalb der Versuchsfehlergrenzen), wahrenddem die Wirkungs. 
intensitat der Katalase in den Morgenstunden merklich héher ist als 
in den Abendstunden. Daraus erhellt, daB, wenn auch eine fast voll 
kommene Wechselbeziehung zwischen dem B. K. G. einerseits und der 
Anzalil Erythrocyten sowie dem Hb-Index andererseits in den Morgen. 
stunden vorliegt (Koeffizient der Korrelation = 0,9), mit Riicksichit 
auf den niedrigeren Mittelwert der am Abend gemachten Bestimmungen 
des B.K.G. sich auch ein kleinerer Koeffizient dieser Korrelation 
ergeben muB. Die Werte des Hb-Index stehen in fast voller Korrelation 
zur Menge der Erythrocyten (der Korrelationskoeffizient ist hier sehr 
nahe an 1). Das Mittel aus simtlichen vorgenommenen Zahlungen 
der Erythrocyten betraigt 5,6, das Gesamtmittel des Hb-Index 117.5 
B.K. G. 

ra Katalaseindex (7 in Millionen Erythrocyten) 
am Morgen gesammelten Beobachtungen ist bei allen Versuchen (mit 
AusschluB eines einzigen, bei welchem gleiche Werte sich ergaben 
héher als jener aus den am Abend beobachteten Resultaten. Das 
mittlere Maximum des Katalaseindex (am Morgen) ist 4,0, das mittler: 
Minimum (am Abend) 3,5. 


) aus den 


Auf Grund des oben angefiihrten Materials glauben wir uns nun 
zu nachstehenden Folgerungen berechtigt zu fihlen: 
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1. Der schon aus den Arbeiten der vorigen Sommersaison (1925) 
von uns gezogene SchluB (Punkt 3), daB namlich die katalatische 
Kraft des Blutes bei Bergbewohnern vom Morgen gegen Abend hin 
sich merklich vermindert, erfahrt durch die Resultate der diesjahrigen 
Arbeiten seine Bekraftigung. 

2. Die Werte des B. K. G. sowie des Viskositatsgrades, die Anzahl! 
der Erythrocyten und auch der Hb-Index im Blute der Bergbewohner 
sind bedeutend héher, als dies sonst die Norm zu sein pflegt. 

3. Der Koeffizient der Korrelation zwischen dem B. K. G. und 
dem Grade der Viskositat betragt nach dem aus allen Versuchen sich 
ergebenden Zahlenmaterial 0,87. 

4. Der Koeffizient der Korrelation zwischen dem B.K.G. und 
der Menge an Erythrocyten berechnet sich bei Zugrundelegung der 
am Morgen bestimmten Werte auf 0,90 (also nahe der Einheit), waihrend 
bei Verwendung der am Abend erhaltenen Zahlen sich bloB 0,72 ergibt. 
Katalaseindex = 3,75. 

5. Die Wechselbeziehungen zwischen dem B.K.G. und dem 
Hb-Index sind analog zu denen des vorhergehenden Punktes. 

Fiir die diesjahrige Sommersaison planen wir, weitere Studien 
iiber das vorliegende Thema auf dem Territorium der Republik Kasa- 
kistan (das friiher Semiretschi genannte nordéstliche Gebiet Zentral- 
asiens) anzustellen, und zwar an Orten, die ein deutlich ausgesprochenes 
Bergklima besitzen. 

Hiermit parallel und in der Absicht, die Abhangigkeit des B. K. G. 
von besonderen Einfliissen der Rasse aufzukliren, werden im hiesigen 
Institut selbst in den einzelnen nationalen Unterabteilungen der Stadt 
Taschkent weitgehende und umfassende Untersuchungen des B. K. G. 
von Studierenden vorgenommen. 
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Uber die Holzreaktionen 
mit aromatischen Aminen und mit Phenolen. 


Von 
Erik Higglund und T. Johnson. 
(Aus dem chemischen Institut der Akademie zu Abo, Finnland.) 


(Eingegangen am 16. Mai 1927.) 


Uber die Holzreaktionen ist sehr viel geschrieben worden. Es 
ist nicht nétig, auf die umfangreiche Literatur einzugehen, um so mehr, 
als sie in einer kiirzlich erschienenen Arbeit von W. Fuchs!) eingehend 
beriicksichtigt wurde. Was uns hier interessiert, ist die viel umstrittene 
Frage, ob die Aufnahme von Aminen und Phenolen durch Holz als 
chemische Reaktionen oder Anlagerungen durch Adsorption anzusehen 
ist, und ferner, ob kleinere oder gréBere Substanzmengen dabei in 
Reaktion treten. Diese Frage ist auch frither von C. F. Cross, BE. J. Bevan 
und J. F. Briggs®) behandelt worden. Sie kamen zu dem Resultat, 
daB die Farbreaktion mit Phloroglucin zum Teil auf geringe Mengen 
von akzessorischen Bestandteilen im Holz zuriickzufiihren war. Aber 
nur ein geringer Teil des Phloroglucins wird bei der Farbreaktion 
chemisch gebunden, ein gréBerer Teil wird von der ,,Lignocellulose® 
zu einer farblosen Verbindung von groBer Bestandigkeit aufgenommen 
Die englischen Forscher glaubten, daB die Hawptreaktion nicht auf 
eine Aldehyd-, sondern auf eine ,,Chinon‘“gruppe im Lignin zuriick- 
zufiihren sei. Die Aldehydgruppe wire aber fiir diejenige Substanz 
charakteristisch, welche die typischen Farbenreaktionen veranlaBt. 

Was wiederum die Holzreaktionen mit Aminen betrifft, so schlieBen 
Cross und Mitarbeiter aus ihren Versuchen, daB es sich im wesentlichen 
um einen Adsorptionsvorgang handelt. Nur relativ geringe Mengen 
Amin reagierten bei gewéhnlicher Temperatur. P. Klason*) fand 
aber, daB etwa 11%, des Holzgewichts Naphthylamin aufgenommen 


1) Die Chemie des Lignins, 8. 8ff. Berlin 1926. 

*) Ber. 40, 3119, 1907; Chem.-Ztg. 31, 725, 1907; Researches on 
Cellulose 8, 116, 1912. 

8) Svensk Kemisk Tidskrift (Medd. Kem. Ind. Kont.) 5, 16, 1922 
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wurde, wenn die Reaktion bei 100° und in Anwesenheit von Salzsaure 
stattfand. Nur ein Versuch wurde ausgefiihrt, und es ist daraus nicht 
ganz einwandfrei erwiesen, daB es sich hier wirklich um eine chemische 
Verkniipfung handelte. 

Um in dieser fiir die Holzchemie so recht wichtigen Frage Klarheit 
mu schaffen, wurden folgende Versuche ausgefiihrt. 

Zunachst wurde die Reaktion zwischen Holz und aromatischen 
Aminen studiert. Wir benutzten dazu erschépfend extrahiertes Fichten- 
holz in Form von feinem Mehl, und als Amin wurde Naphthylamin 
gewihlt, das als Chlorhydrat mit und ohne Salzséure zur Reaktion 
gebracht wurde. Die Versuche wurden sowohl bei gewéhnlicher Tempe- 
ratur, als auch bei etwa 100° in geschlossenen GlasgefaiBen ausgefiihrt. 

Es stellte sich dabei heraus, daB die Farbe des Holzmehls, die 
bei gew6hnlicher Reaktionstemperatur intensiv orange war, bei der 
Erhitzung schnell dunkel wurde; schlieBlich wurde sie, je nach der 
Menge der zugesetzten Siure, braun bis schwarz. 

Die erhaltenen Riicksténde wurden auf ihren Stickstoffgehalt 
analysiert. Um auf das Holzgewicht umrechnen zu kénnen, muBte 
auch beachtet werden, daB bei der Behandlung des Holzes Substanzen 
in Lésung gehen, die im wesentlichen aus Zucker bestehen. Wurde 
dafiir korrigiert, so bekamen wir die in der letzten Spalte angegebenen 
Zahlen. 





Tabelle I. 
iki shay 4, | S% Naphthyl. 
Reaktionss Naphthylamin. | Konzentration e , ®/9 Naphthyl- Ay: 
‘ ~ N im = amin bezogen 
emperatur | chlorhydrat | der Salzsaure | 11 100.) Stand Richetend auf das Holz 
C in g - Uckstan (korrigiert) 


2g Holz + 50 ccm Naphthylaminchlorhydratlésung + HCl. 
Reaktionsdaner 24 Stunden. 


15 0,3 0,1 0,18 1,85 1,8 
18 3,0 0,1 0,31 3,2 3,0 
95—105 1,0 0,05 1,04 10,6 9.5 
18 1,0 0,1 1,17 12,0 10.6 
18 1,0 0,2 1,35 13,8 11,8 


2g Holz + 50 cem Naphthylaminchlorhydratlésung (ohne Saure). 
Reaktionsdauer 24 Stunden. 
100 0.5 o— 0,69 6,2 5,9 
100 1.0 _ 1.08 10.5 10.0 


1g Holz + 50 cem Naphthylaminchlorhydratlésung (ohne Saure). 
Reaktionsdauer 24 Stunden. 
100 2 _ 1,2 12,3 11,2 


Es ist deutlich, daB auch bei einem sehr grofen UberschuB von 


Amin und in einer verhaltnismaBig stark sauren Lésung nicht mehr 


7* 
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als etwa 11,5 g Naphthylamin auf 100g Holz in Reaktion treten. Voy 
einer Adsorptionsverbindung des Naphthylamins kann keine [eo 
sein, da die Riickstande vor der Analyse erschépfend ausgewasc hey 
wurden. 

Bei der Untersuchung des Verhaltens von Phenolen und Pheno| 
derivaten versuchten wir anfinglich, eine Reaktion zwischen Aniso| 
und Holz zustande zu bringen. Anisol, in 80% iger Essigsaure gelis: 
kam sowohl bei gewéhnlicher Temperatur als auch bei 100° zur Ein 
wirkung. Es trat keine Reaktion ein. Wir glauben daraus schliefen 
zu kénnen, daB nicht ein Wasserstoffatom des aromatischen Kerns 
sondern freies Phenolhydroxyl in Reaktion tritt. 

Diese Ansicht wird dadurch gestiitzt, daB Guajakol, dessen Fin. 
wirkung wir nunmehr untersuchten, glatt mit dem Holz reagierte 
Aus der Verinderung des Methoxylgehalts, des Reaktionsproduktes 
konnten wir die Menge des reagierenden Guajakols feststellen. Um 
diese Menge auf 100g Holz umrechnen zu kénnen, wurde fiir die in 
Lésung gegangene Menge Holz die entsprechende Korrektur angebracht 


Es resultierten folgende Zahlen: 


Tabelle II. 


Ansatz: 2g Holz + 50cem Lésung von Guajakol in Salzsaure. 





Vermehrung des Auf 100g H 


Versuch Ganjekol eaten Temperatur “wy a = hone gebundene 
produkt Menge Guajak 
g n °C Std., @ in g (korrigiert 
. 
1 1 0,05 18 12 0,06 0.3 
2 1 0.05 100 12 1.03 5A 
3 1 0,05 100 24 173 87 
4 2 0,1 100 24 1,85 9.1 
5 2 0,2 100 24 2.17 10,3 


Die in Reaktion getretene Menge Guajakol wurde erst nach griind 
licher Auswaschung des Riickstandes bestimmt. Von einem Ad 
sorptionsgleichgewicht kann auch im vorliegenden Falle keine Rede sei 

Das maximal gebundene Guajakol entspricht etwa 12 g Naphthy! 
amin. Dies stimmt mit dem experimentell ermittelten Wert innerhal) 
der Versuchsfehler iiberein. 

Es erhellt aus diesen Zahlen, daB sowohl bei der Reaktion «es 
Holzes mit Aminen als auch mit Phenolen, bei gewéhnlicher Temyx 
ratur, nur relativ geringe Substanzmengen in Reaktion treten; wird 
die Temperatur auf 100° gesteigert und erfolgt die Reaktion mit einen 
Uberschu8 von Phenol oder Amin, so erreicht die Reaktion einen 
Grenzwert. Die reagierende Gruppe diirfte in den beiden Fallen diese|!« 
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sein und aus einem aktiven Carbonyl im Ligninmolekiil bestehen. 
Bei der Kupplung mit Amin entsteht wahrscheinlich ein Anil und 
mit Phenolen durch Umacetalisierung ein Halbacetal, wobei Kohle- 
hydratreste gegen Phenolreste ausgetauscht werden. 

Vorausgesetzt, daB auf ein Ligninmolekiil ein Amin oder Phenolrest 
gekuppelt wird, errechnet sich ein Molekulargewicht des Lignins von 
etwa 330, der Ligningehalt des Fichtenholzes zu 28°, gerechnet. 
Dieses Molekulargewicht stimmt sehr gut mit Werten iiberein, die 
wir in ganz anderer Weise ermittelt haben, und woriiber an anderer 
stelle demnachst berichtet werden soll. 

Wir kommen also zu dem Ergebnis, daB die Holzreaktionen mit 
{minen und Phenolen bei gewéhnlicher Temperatur sich auf kleine 
Substanzmengen beschranken. AuBer Spuren von freiem Lignin 
kénnen sich daran akzessorische Substanzen des Holzes mit aktivem 
Carbonyl beteiligen. 

In dem MaBe, wie die glucosidische Bindung des Lignins mit den 
Kohlehydraten hydrolytisch gesprengt wird, was bei erhéhter Tempe- 
ratur und selbst bei relativ schwach saurer Reaktion der Lésung offenbar 
vollstandig erfolgen kann, werden gréBere Mengen Amine und Phenole 
von dem Lignin gebunden. Durch die Temperaturerhéhung und die 
\ciditat der Lésung gehen die anfangs erhaltenen schénen Holzfarben 
n mehr oder weniger dunklere Farbténe iiber. 











Zur Chemie und Physiologie der Pflanzenphosphatide. 


V. Mitteilung: 
Qualitative Aufarbeitung der wiisserigen Dialysate der Sojabohne 
(Glycine hispida). 


Von 
V. Grafe und Koretoshi Ose. 


Aus dem chemischen Laboratorium der Neuen Wiener Handelsakademic 


(Eingegangen am 16. Mai 1927.) 


Mit Riicksicht auf die guten Erfahrungen beziiglich der Menge 
der aus den Samen von Leguminosen durch wisserige Dialyse nach 
dem in den vorigen Mitteilungen beschriebenen Verfahren gewinnbaren 
Phosphatiden wurden als nichstes Objekt zum Studium der Pflanzen. 
phosphatide die Samen der Sojabohne herangezogen. Die Verhiltniss: 
liegen hier insofern etwas anders, als die Sojabohne bekanntlich gréBer 
Mengen Fett fiihrt, welches zum Teil in Form von Lipoiden, zum Tei! 
als freies Fett vorliegt, so daB die Isolierung der Phosphatide aus 
der wohl nur zum Teil mechanischen, gréBtenteils aber adsorptiven 
oder chemischen Verbindung mit dem freien 6] gréBere Schwierig. 
keiten bot und geringere Ausbeuten lieferte als das sonst bei Legu. 
minosen, besonders bei Erbsen der Fall gewesen war. Dazu kommt 
noch, daB hier besonders groBe Mengen von Erdalkalien in den Dia 
lysaten vorliegen und wir aus den Erfahrungen von Hansteen Cranner’) 
einerseits, aus eigenen andererseits wissen, daB Erdalkaliionen durch 
ihre fallende Wirkung auf die Phosphatidkomplexe geeignet sind 
dieselben in der Zelle zuriickzuhalten. Das scheint besonders vow 
Basenanteil des Phosphatids zu gelten, ebenso wie von den damit in 
Verbindung stehenden Fettséuren, von denen in den Dialysaten, ver 
glichen mit friiheren Fallen, iiberraschend wenig gefunden wurde 


1) Hansteen Cranner, Meldinger fra Norges Landsbrukshoiskole 122 
und 1925; ferner V.Grafe, V.Grafe und V. Horvat, V.Grafe und H. Ma 
gistris, diese Zeitschr. 159, 445, 1925; 162, 366, 1925; 176, 266, 1926; 177. 
16, 1926; Planta 2, 429, 1926; Hansteen Cranner, ebendaselbst 2, 438, 126 
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Ferner muB nachdriicklich auf folgenden Umstand hingewiesen 
werden. In den betreffenden Arbeiten von Hansteen Cranner (I. c.) 
ist immer darauf hingewiesen, daB in den wisserigen Dialysaten, 
mégen sie bei niederer oder héherer Temperatur gewonnen worden 
sein, niemals positive EiweiBreaktionen auftreten, woraus eben ge- 
schlossen wurde, daB unter den Versuchsbedingungen niemals Proteine, 
sondern nur Phosphatide in das Dialysewasser austreten. Im Gegensatz 
dazu finden wir in unseren Dialysaten stets EiweiBreaktionen, aller- 
dings immer nur dann, wenn die Dialysate (unter Anwendung eines 
.Féhn“, bei einer 30° nicht iibersteigenden Temperatur) konzentriert 
worden waren. Sei es nun, daB Hansteen Cranner auch in seinen Dia- 
lysaten EiweiBreaktionen gefunden hatte, wenn er dieselben in kon- 
zentriertem Zustande daraufhin untersucht hatte, sei es, daB in unserem 
Falle trotz der schonenden Bedingungen Abspaltung von Protein- 
gruppen stattgefunden hat, jedenfalls muB aus unseren Befunden 
geschlossen werden, daB entweder Proteine gleichzeitig mit austreten 
(wogegen der Umstand spricht, daB Proteine durch Blei-, Cadmium., 
Uransalze nicht gefallt werden, wahrend die genannten Reaktionen 
auch noch in den vom Metall befreiten Fallungen dieser Art zu finden 
waren), oder wahrscheinlicher, daB ein geschlossener Phosphatid- 
eiweiBkomplex bei der Dialyse austritt, der auch als solcher gefallt 
wird. Es lag nahe, an Nucleoproteide zu denken, indessen ergaben 
unsere dahinzielenden Bemiihungen keine sicheren Anhaltspunkte 
beziiglich der bekannten Spaltungsprodukte von Nucleinsauren. 


Allerdings fiel die Priifung auf Aminoséuren stets' negativ aus, 
aber das Vorhandensein von Zersetzungsprodukten der Proteine in 
den Dialysaten ist doch nicht ganz auszuschlieBen. DaB tiberhaupt 
Phosphatide vorliegen, geht wohl unzweifelhaft aus dem steten Vor- 
handensein von Cholin und Fettséuren hervor, indessen wurde davon 
immer nur sehr wenig gefunden, und auch die Menge der vorhandenen 
Fettsiuren betrug nicht mehr als etwa 0.345% der Bleifillung. Wir 
bringen diese abnormen Verhaltnisse mit dem reichen Gehalt an Erd- 
alkalien und der dadurch bedingten Bindung einzelner Teile des Phos- 
phatids in Verbindung, jedenfalls liegen hier die Verhiltnisse anders 
als bei den bisher untersuchten Phosphatiden aus den Dialysaten 
anderer Pflanzen, es scheint, daB in Anbetracht der groBen Mengen 
von Erdalkaliphosphaten die Aschensubstanzen vornehmlich an die 
P-Komponente des Phosphatids treten; auch der gefundene Zucker 
erscheint als Zersetzungsprodukt von Hemicellulosen oder von Glyko- 
proteiden: es liegt hier der Fall vor, daB die Umstiande, welche friiher 
durch das Vorhandensein von Erdalkalien im Dialysewasser experi- 
mentell herbeigefiihrt wurden, schon im Material selbst realisiert sind, 
so daB die Sojabohne zum Studium des Verhaltens der Erdalkalien 
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und iiberhaupt der Mineralsalze zum Phosphatid besonders geeiynet 
erscheinen. Die folgenden Untersuchungen bezweckten daher ny 
einen orientierenden Uberblick iiber die obwaltenden Verhailtnisse 
und werden nach Ausarbeitung einer fiir diese besonderen Zwecke 
tauglichen Methodik der Isolierung der Phosphatide quantitativ durch. 
gefiihrt werden. 

Frische ungarische Sojabohnen, Ernte 1926, wurden zuerst mit 30 grad. 
Wasser gewaschen, dann mit 2° ,iger Sublimatlésung gespiilt, dann mit 
50°, igem Alkohol und schlieBlich wieder mit destilliertem Wasser 
waschen. Die Lebens- und Keimfiahigkeit des Materials hatte durch dics: 
Behandlung keinen wie immer gearteten Schaden gelitten, die Bohnen 
keimten vielmehr ebenso freudig wie zuvor, wenn auch die erzielten Pflanzen, 
offenbar infolge Entzuges eines Teils des Reservematerials, den Typus 
von Hungerpflanzen zeigten. Die so behandelten Bohnen wurden dann 
in groBen photographischen Entwicklerschalen, wie in den friiheren Arbeiten 
beschrieben worden war, mit der dreifachen Menge destillierten Wassers 
der Dialyse bei 17 bis 20° durch je 24 Stunden unterzogen. In jeder Schale 
wurde stets nur je 1 kg Material aufgearbeitet. Dieselbe Menge Sojabohnen 
wurde dreimal dialysiert und die Dialysate miteinander vereinigt. 

Bemerkenswert dabei ist, daB das erste Dialysat, das doch bei 
Temperaturen unter 20° gewonnen worden war, stets triibe erschien, 
d. h. die untere Schicht war triibe, die obere klar. Diese Triibung 
war niemals, wie die Untersuchung lehrte, durch das Vorhandensein 
von Bakterien hervorgerufen. Vom zweiten Dialysat an bleiben die 
Lésungen stets véllig klar. Alle Dialysate gaben nach dem Abfiltrieren 
durch ein Pukallfilter und schon ohne vorherige Konzentration mit 
Millons Lésung in der Kalte eine weiBe Fallung, die ebenso wie die 
iiberstehende Lésung beim Erwirmen intensiv rotviolett wurde. Die 
Biuretreaktion ergab blauen Niederschlag mit farbloser iiberstehender 
Lésung, die Adamkiewicz- und Xanthoproteinreaktion fiel negativ 
aus, ebenso die Reaktion mit Pikrinséiure, wahrend die Reaktion nach 
Molisch mit Thymol an der Beriihrungsfliche einen violetten Ring 
als Zuckerreaktion zeigte. Fehlingsche Lésung wird stark reduziert 
Anmerkungsweise sei erwihnt, daB die EiweiBreaktionen vor der 
Konzentration des Dialysats nicht hoch gewertet werden kénnen, 
weil die dabei verwendeten Reagenzien auch mit den vorhandenen 
Sterin- und Anthocyaningruppen reagierend, die Farbenreaktionen 
vortauschen kénnten. 

Von Farbstoffen, welche nach friiheren Erfahrungen mit den 
Phosphatiden reagieren, gibt Carmin als saurer Farbstoff keine Fallung, 
nur die Lésung ist gefairbt, dagegen liefert das basische Safranin 
einen sofortigen roten Niederschlag, aber nicht in der Kalte und im 
Originaldialysat, sondern erst, nachdem dieses durch Einengen am 
Wasserbad unter Dariiberleiten von Luft (wie in den friiheren Ar- 
beiten beschrieben) mittels eines ..Féhns‘‘ konzentriert worden war 
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Gallein liefert schon im Originaldialysat ohne vorheriges Einengen 
schnell einen dichten violetten Niederschlag, derselbe enthalt keinen 
P und N, Hamatin liefert keinen Niederschlag, aber die rote Farbe 
desselben verandert sich in Braun. Offenbar reagieren die Farbstoffe 
nur mit bestimmten Komponenten des Dialysats, und die Méglichkeit 
hrer Bindung im Einvernehmen mit ihrer bekannten Konstitution 
wird vielleicht die Méglichkeit an die Hand geben, das Phosphatid 
bzw. dessen Spaltungsprodukte zu studieren. 

An der Oberflache des Dialysats zeigen sich dauernd Gasblasen, wenn 
man einige Kubikzentimeter des triiben Dialysats in der Eprouvette vor- 
sichtig mit verdiinnter HC] versetzt, wird die Lésung sofort véllig klar 
inter Entweichen eines starken CQO,-Stromes. Auch wenn das klare Dia- 
ysat auf 35 bis 40° erwirmt wird, tritt momentane Triibung unter Ent- 
weichen von CO, ein. Diese Triibung verschwindet auf Zusatz von HCl 
inter Entwicklung von CQ,. 


Vergleicht man das erste Dialysat diesjahriger Sojabohnen mit 
dem gleichen vorjabriger, so ist die Triibung bei letzterem bedeutend 
stirker und die Gelbfarbung des Dialysats ungleich intensiver. LaBt 
man die Bohnen bei Zimmertemperatur mit gereinigtem Ather einige 
Zeit stehen und dialysiert dann mit Wasser in der gewohnten Weise, 
so wird die Triibung stirker. Die vorgenannten Reaktionen treten 
bei solchen Bohnen in derselben Weise ein, wie das friiher beschrieben 
worden ist. 

Die Untersuchungen der Phosphatide durch die bisherigen Bearbeiter 
bezogen sich vornehmlich auf die von Hansteen Cranner sc genannte 
lésliche Fraktion**, die nach ihm die dispersen Phasen des Zellplasmas 
bildet, aber weniger auf die sogenannte ,,unlésliche Fraktion’, welche 

Dispersionsmittel des Zellplasmas darstellt. Obwohl es durch die 
vorgenannten und auch durch unsere Untersuchungen wahrscheinlich 
geworden ist, daB Ubergiinge zwischen beiden Fraktionen durch Milieu- 
inderung eintreten kénnen, haben wir uns in den folgenden Untersuchungen 
besonders mit der unléslichen Fraktion aus dem Dialysat von Sojabohnen 
beschéftigt. Schon der Umstand, da8 diese unldésliche Fraktion sich in 
relativ sehr geringen Mengen bildet, jedenfalls in viel geringeren als die 
lislichen Anteile, bringt es mit sich, daB die zu beschreibenden Unter- 
suchungen vorléufig qualitativ-orientierende geblieben sind und ihre Er- 
ginzung durch eingehende quantitative finden miissen. 


Wie schon erwahnt, tritt die unlésliche Fraktion, entgegen den 
Feststellungen von Hansteen Cranner bei jeder Temperatur, auch 
schon unter 20° ein, wahrend der genannte Forscher unter diesen Ver- 
hiltnissen, allerdings bei anderen Pflanzen, stets nur  ungetriibte 
Lisungen erhielt. Nur mit dieser schon unter 20° erhaltenen ,,un- 
lislichen** Fraktion wurde im folgenden gearbeitet und nicht mit 
jenem unléslichen Kérper, der bei Dialyse oberhalb 20° erhalten werden 
kann und der offenbar anders zusammengesetzt ist als jener. Denn 
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wenn man das durch ein Pukallfilter gezogene klare Filtrat der unter 
20° gewonnenen unléslichen Fraktion mit Bleiacetat fallt, so erhalt 
man eine voluminése, sich rasch absetzende flockige Fallung, wahrend 
das Filtrat eines oberhalb 30° gewonnenen Dialysats mit Bleiacetat 
eine kristallinische, offenbar rein mineralische, weiBe Fallung ergibt 

Die unlésliche Fraktion wurde von der léslichen mittels Durchziehens 
durch ein Pukallfilter getrennt, welches nach jedesmaliger Benutzung 
sorgfaltig mit Lauge, Chromséure und Wasser gereinigt wurde. Der Riick 
stand wurde mit Wasser, dann mit Alkohol und zum Schlu8 mit Ather 
gewaschen, getrocknet, dann in der Warme mit n/2 NaOH gelést und 
wieder durch die Filterkerze gezogen. 

Das so gewonnene Filtrat stellte eine rotbraune Fliissigkeit mit 
stark griiner Fluoreszenz dar. Es wurde in der Kalte mit konzentrierter 
HCl bis zur sauren Reaktion behandelt, wobei mitunter, ohne dab 
gesagt werden kénnte, warum, starke Gasblasenentwicklung von (0, 
stattfand, wahrend in anderen Fillen bei sonst ganz gleicher Arbeits- 
weise keine solche Gasentwicklung beobachtet werden konnte. Das 
entwickelte Gas stammte jedenfalls niemals, wie dahinzielende Ver. 
suche ergaben, aus der verwendeten Lauge. Durch den Zusatz von 
HCl entsteht in der rotbraunen Fliissigkeit ein weiBer flockiger, sich 
schnell absetzender Niederschlag, der in Wasser schwer, in Ather und 
Alkohoi unléslich ist. In NaOH lést er sich dagegen leicht, durch 
zerstreutes Tageslicht wird er momentan schokoladebraun, in Amy]. 
alkohol ist er unléslich. Kocht man ihn durch mehrere Stunden am 
RickfluBkihler mit Mineralséuren, so wird nach eingetretener Hydro. 
lyse Fehlingsche Lésung nicht reduziert. Dieser weiBe Niederschlag 
enthalt keinen P, wohl aber reichlich N. Es ist also durch die genannte 
Behandlung eine Spaltung des urspriinglich beide Elemente enthaltenden 
Dialysek6érpers eingetreten, wobei offenbar der die basischen Anteile 
besitzende Paarling hier erhalten geblieben ist. Der aus mehreren 
Dialysaten stammende braune Niederschlag wurde gesammelt und in 
n/2 NaOH gelést, die rotbraune und stark fluoreszierendé Lésung 
wurde anhaltend mit Amylalkohol im Schiitteltrichter geschiittelt 
wobei sich zunachst eine leichte Emulsion bildete; diese konnte, nach- 
dem das Ganze iiber Nacht gestanden hatte, leicht in Athylalkohol 
gelést werden. Die athyl-amylalkoholische Schicht erschien nunmel 
stark griin gefarbt und wurde in der Folge auf zwei verschiedene Arten 
weiter aufgearbeitet. 


Durch die Behandlung mit Amylalkohol ergab sich 1. eine teil. 
weise Auflésung der Substanz in dem Amyl-Athylalkoholgemisch 
die aber nur so lange als griine klare Lésung vorlag, als sowohl Athy!. 
alkohol als NaOH vorhanden war, in Athylalkohol allein ist cine 
Trennung unméglich; 2. eine braune, fetaige, zur Héhe der Fliissigkeit 
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stewende Fallung (von derselben Beschaffenheit, wie sie in den von 
Hansteen Cranner so genannten ,,pektinartigen“ Stoffen zu finden 
war; wirkliche Pektine konnten bisher mit Sicherheit von uns in keinem 
der Phosphatide aufgefunden werden; 3. ein in der wasserigen NaOH 
verbleibender Anteil. 

Die Reaktionen der griinen Lésung waren folgende: 1. durch 
konzentrierte HCl schén weinrote Farbung, durch Alkali nach Griin 
umschlagend, 2. mit konzentrierter Schwefelsiure entsteht an der 
Trennungsschicht der Fliissigkeiten ein schén rotvioletter Ring, der 
beim Schiitteln verschwindet, wobei sich die ganze Fliissigkeit intensiv 
carminrot farbt. Beim Verdiinnen des Amylalkohols mit Wasser ver- 
schwindet das Carminrot, der Amylalkohol an der Fliissigkeitsoberfliche 
erscheint nunmehr braun gefairbt. Der darauf abgetrennte Amylalkohol 
regeneriert mit Saéure die rote Farbe nicht mehr wieder, eine Er- 
scheinung, wie sie dem Untersucher vom Anthocyan her gelaufig ist, 
indessen sind die beschriebenen Farbenreaktionen keineswegs durch 
die Anthocyaningruppe allein hervorgerufen, welche allerdings bisher 
in allen untersuchten Phosphatiden, auch in solchen tierischer Herkunft, 
beobachtet worden ist, sondern durch diese in Verbindung mit Flavo- 
nolen, die als Muttersubstanzen der Anthocyanine zu gelten haben, 
oder durch die das Phosphatid oft begleitenden Sterine. 

Die griine Lésung wurde im Vakuum am Wasserbad zur Trockne 
gebracht, der Trockenriickstand mit Ather-Alkohol aufgenommen, 
wobei sich zwei Fraktionen ergabei: 1. Ein Teil, der in dera Ather- 
Alkoholgemisch léslich war und die friiher beschriebene Rotfirbung 
mit Mineralséuren lieferte; er wurde 30 Minuten mit alkoholischem 
Kali verseift, eingeengt und mit Alkohol-Ather extrahiert. Der Riick- 
stand ist leicht léslich in Wasser, schaumt stark beim Schiitteln. Er 
wurde mit Schwefelséure zersetzt und liefert, nachdem er nach dem 
Erkalten mit Ather aufgenommen worden war, gréBere Mengen von 
Fettsiuren. Eine weitere Untersuchung dieses Extrakts und eine 
Bestimmung der Natur dieser Fettséiuren fand vorlaufig nicht statt. 
2. Einen in Ather-Alkohol unléslichen Teil, der sich sehr leicht in 
Wasser léste. Bei Zugabe von verdiinnter HCl entwickelt sich CQg, 
in der Fliissigkeit hinterbleibt Mg, Ca, Fe, K, Na, die in der Lésung 
also offenbar als Carbonate vorhanden gewesen waren. 

Nach der zweiten Methode wurden die griinen Ausschiittelungen 
im Vakuum zur Trockne gebracht und mit Athylalkohol extrahiert ; 
ein Teil war im Alkohol léslich, ein anderer unléslich. Der unlésliche 
Teil lést sich leicht in Wasser und liefert beim Zersetzen mit Schwefel- 
siure Fettséuren. Er enthalt als Aschensubstanzen reichlich Ca, Mg* 
Fe, K, Na und entwickelt mit Mineralsauren reichlich CO,-Gas. Die 
gelbe alkoholische Lésung liefert folgende Reaktionen: 1. mit kon- 
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zentrierter HCl zyklamenviolette Farbung; 2. mit konzentrierter 
Schwefelsiure violetten Ring; 3. mit alkoholischer KOH verscift 
dann mit Schwefelsiure zersetzt, Fettsiuren; 4. mit Alkali griine 
Farbung; 5. mit 5°%igem alkoholischen FeCl, Braunfarbung, mit 
Bleiacetat voluminése weiBe Fallung. Die ersteren Reaktionen sind 
fiir Flavone charakteristisch. Das Filtrat von der Bleiacetatfalluny 
wurde mit H,S entbleit, zur Entfernung des H,S gekocht und lieferte 
dann die vorgenannten Farbenreaktionen mit Mineralsauren intensiy 
Mit konzentrierter HCl stark angeséiuert und gekocht, verschwindet 
die Violettfarbung und die Lésung wird braun. Nach dem Eindampfen 
zur Trockne und Aufnehmen mit Alkohol erhalt man einen unléslichen 
Teil, der fast ganz aus Mineralsubstanzen besteht: der lésliche Tei! 
wurde eingeengt, getrocknet und mit Ather aufgenommen. Im léslichen 
Teil konnten Fettsdéuren nachgewiesen werden. In dem in Ather un. 
léslichen Teil erschienen als organische Anteile sehr kleine Mengen 
von wachs- (sterin-) artigen Anteilen. Die dunkle .,pektin‘‘artige 
Fallung erscheint als Niederschlag nur dann, wenn der verwendete 
Amylalkohol keinen Athylalkohol enthalt, durch reichliche Mengen 
alkalischen Athylalkohols laBt sie sich wieder in Lésung bringen. Nach 
der Hydrolyse mit Schwefelsiure laBt sich weder P, noch Reduktion 
von Fehlingscher Lésung nachweisen, dagegen ist reichlich N vorhanden. 
Es ist wahrscheinlich, daB es sich hier um die gleiche Fallung handelt, 
die erscheint, wenn die urspriingliche unlésliche Fraktion nach dem 
Filtrieren dureh eine Filterkerze und Auflésen in NaOH mit HCl 
gefallt wird. Der in der NaOH verbleibende Teil ergibt mit HCl eine 
braune Fallung, die mit dem Niederschlag 2 identisch erscheint: auch 
hier ergibt sich keine Reduktion von Fehlingscher Lésung. Es ist sehr 
bemerkenswert, daB die Auflésung der unléslichen Fraktion in NaOH 
nach der Ausfallung mit NaOH in den verwendeten organischen 
Lésungsmitteln, wie Alkohol, Ather, Amylalkohol, nunmehr ganz 
unléslich geworden ist, aber nach der Wiederauflésung und Wieder. 
fallung mit HCl nunmehr in Alkohol beim Erwarmen sehr leicht léslich 
geworden erscheint. Dadurch ist sichergestellt, daB durch die wieder- 
holten chemischen Operationen Zustandsainderungen der in Rede 
stehenden Substanzen eintreten, die offenbar auf molekularen Ver- 
anderungen (Spaltungen oder Strukturinderungen) beruhen. Auch 
noch auf andere Weise konnte dieses sichergestellt werden. 

Wenn man die unlésliche Fraktion wiederholt in NaOH lést und 
mit HCl fallt, so ergibt das Filtrat von der letzten Fallung mit HC! 
einen Niederschlag mit Phosphorwolframsdure, was nur durch Ab 
spaltung eines Teiles der basischen Komponente oder der gesamten 
basischen Komponente erklirt werden kann. Durch das reichliche 
Vorhandensein von N in den Fallungen wurde die Frage nach dem 
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Vorhandensein und dem Nachweis von dortselbst vorhandenen basischen 
Anteilen aktuell. Die unlésliche Fraktion wurde mit HC] durch mehrere 
Stunden gekocht (gemeint ist die durch HCl erhaltene Fallung), nach 
dem Erkalten mit Ather geschiittelt, worauf im Atherextrakt Fett- 
siuren nachgewiesen werden konnten. Nach Entfernen der atherischen 
Lésung und Abdampfen des noch vorhandenen Athers konnte keine 
Zuckerreaktion gefunden werden, dagegen ergab Fallung mit Phosphor- 
wolframsaéure sehr reichliche Mengen N-haltiger Anteile. Der Nieder- 
schlag wurde filtriert, gewaschen, mit Baryt zersetzt, wobei starker 
NH,-Geruch wahrgenommen wurde; mit CO, der tiberschiissige Baryt 
entfernt, mit HCl angesiuert und am Wasserbad eingeengt. Der 
Riickstand wurde mit Alkohol extrahiert und mit dieser alkoholischen 
Lisung die Alloxanreaktion angestellt, welche stark positiv ausfiel. 
Dagegen konnte mit alkoholischer Sublimatlésung, dem typischen 
teagens, keine Fallung erhalten werden. 

Die unlésliche Fraktion wurde von der léslichen durch ein Pukall- 
filter getrennt und dann in NaOH gelést, darauf mit HCl gefallt. 
Die Fallung wurde oben beschrieben; nun soll noch auf das Filtrat 
dieser Fallung eingegangen werden. Das Filtrat schaumt stark, ist 
hellgelb bis braun und zeigt folgende Reaktionen: Fehlingsche Lésung 
wird sehr stark reduziert, bei der Destillation der stark salzsauren 
Lisung zeigt sich Furfurolreaktion, mit Phloroglucin rote Fafbung, 
mit Ammonmolybdat starke Reaktion auf freie Phosphorsiure. Das 
Filtrat gibt ferner mit Phosphorwolframséure sehr starke Fallung 
eines voluminésen, sich rasch absetzenden Niederschlags, der sich 
beim Stehen stark violettbraun farbt. Diese Fallung wurde in der 
iblichen Weise mit Baryt zersetzt, der iiberschiissige Baryt mit CO, 
entfernt, dann mit HCl angesauert, eingeengt, mit Alkohol extrahiert 
und mit alkoholischer Sublimatlésung versetzt: es entstand kein 
Niederschlag. Auch Pikrate konnten nicht gewonnen werden, ebenso 
verliefen die Versuche, Purin- oder Pyrimidinbasen zu finden, negativ. 
Das Filtrat von der Phosphorwolframsaurefillung ergab folgende 
Befunde: es liefert mit Fehlingscher Lésung starke Reaktion und 
enthalt reichliche Mengen von Alkalien und Erdalkalien sowie Eisen. 
Das Filtrat wurde mit Ba(OH), bis zur alkalischen Reaktion versetzt, 
wodurch zuerst das Ba-Phosphorwolframat ausfiel, dasselbe entfernt 
und weiter iiberschiissiger Baryt zugefiigt, wobei ein volumindéser 
blauer Niederschlag entstand, der im diffusen Lichte nach mehr- 
stiindigem Stehen zu WeiB ausgebleicht wurde. Nach dem Trocknen 
wurde der Niederschlag zuerst mit heiBem Wasser extrahiert, durch 
Zusatz von Schwefelsaure der Baryt entfernt, die tiberschiissige Schwefel- 
sure dann durch CaCO, entfernt und das Filtrat im Vakuum ein- 


geengt. 
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Mit Alkohol aufgenommen, erschien ein Teil unléslich, wahrend 
ein anderer Teil sich léste. Der lésliche Teil zeigte sich N-haltig, fiilirte 
aber keinen P, er ist leicht léslich in Wasser, reduziert Fehlingsche 
Lésung sehr stark, gibt Furfurolreaktion und liefert ein Phloroglucid. 
Der unlésliche Teil enthalt gleichfalls N und keinen P, ist leicht in 
Wasser léslich, reduziert nach Zersetzung mit Schwefelséure uni 
Entfernung des CaSO, und Kochen mit Schwefelsdure durch einige 
Stunden Fehlingsche Lésung stark. Bei Zusatz von starkem Alkoho! 
zur wasserigen Lésung entsteht eine weiBe Fallung. Mit HC] destilliert, 
zeigt sich Furfurolreaktion, mit Phloroglucin entsteht Rotfirbung. 
Wenn man die unlésliche Fraktion mit NaOH lést und mit HC} fallt, 
das Filtrat dieser Fallung mit Phosphorwolframsdure ausfallt, das 
Filtrat dieser neuen Fallung mit Ba(OH), reinigt und von_ iiber. 
schiissigem Baryt durch CQ, befreit, dann durch Erhitzen das CO, 
entfernt, stark konzentriert und mit konzentriertem NH, behandelt, 
so erhalt man eine voluminése kristallinische Fallung. Diese wird 
viermal mit NH, gewaschen und ist dann in Schwefelsdure schwer 
und nur zum Teil léslich, dagegen sehr leicht und klar in HCl, wobei 
CO, entweicht. Ebenso leicht lést sie sich in Salpetersiure, welche 
Lésung mit Ammonmolybdat starke P-Reaktion liefert. Die genannte 
kristallinische Fallung erweist sich als fast zur Ganze aus anorganischer 
Substanz bestehend, hauptsachlich aus Erdalkalien und Eisen, daneben 
tritt Kali auf, die genannten Kationen sind als Phosphate und Carbonat 
zugegen. Das Filtrat von der weiBen kristallinischen Fallung gibt bei 
langerem Stehen oder wenn es zur Entfernung des NH, gekocht wird, 
einen weiBen kristallinischen Niederschlag, bestehend aus den Carbo- 
naten von Ca, Mg, Fe und K. Mit HCl versetzt und dann konzentriert, 
bis zur Trockne eingedampft, die tiberschiissige HC] durch mehrmaliges 
Eindampfen mit Wasser und Alkohol entfernt, der Riickstand in Wasser 
gelést und mit Tierkohle entfarbt und dann filtriert, zeigt die Lésung 
Zuckerreaktion und enthalt Erdalkalien, Eisen, Kali, Natron, freie 
Phosphorsadure und Stickstoff. Der Riickstand am Filter zeigt humin- 
artige schwarzbraune Substanzen, die gleichfalls N enthalten. 


Die durch Tierkohle entfarbte Lésung wurde wieder eingeengt und 
mit absolutem Alkohol extrahiert, die alkoholische Lésung wieder mit 
Tierkohle entfairbt, der Alkohol verdunstet und der Riickstand in 
Wasser gelést, mit Schwefelsiure zur schwach sauren Reaktion an- 
gesiuert, wobei BaSO, ausfiel, filtriert und eingeengt und wieder 
mit Alkohol ausgezogen. Diese alkoholische Léisung gibt sehr starke 
P- und Zuckerreaktion. Nach dem Einengen zeigen sich sehr schéne 
prismenartige Kristalle. Der Riickstand des alkoholischen Extrakts 
gab weder P- noch Zuckerreaktion mehr, sondern bestand nur aus 
weiBen kristallinischen Aschensubstanzen. 
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Lésliche Fraktion. 


Sojabohnen Ernte 1926 wurden unter 20° mit destilliertem Wasser 
dialysiert, nachdem sie in der iiblichen Weise gewaschen worden waren. 
Die Filterkerze, durch welche filtriert wurde, wurde vor jeder Filtration 
durch NaOH und HNO, gereinigt, die AuffanggefiBe waren peinlich 
steril gehalten. Das Filtrat war absolut klar, hatte frischen Geruch, schaumte 
stark und reagierte schwach sauer. Die Reaktionen auf Eiwei® fielen 
positiv aus, wie das schon oben beschrieben worden ist.® 

Mit Bleiacetat, Uranylacetat, CdCl,, CuSO,, HgCl,, Phosphor- 
wolframsaure, AlCl, traten in den klaren, nicht konzentrierten Dia- 
lysaten grobflockige, sich gut absetzende Niederschlage ein, das vom 
Bleiacetat abfiltrierte klare Filtrat lieferte dann mit Bleiacetat in 
ammoniakalischer Lésung einen hellgelben Niederschlag, der P, N, Mg, 
(a, Fe, K, aber kein Na enthielt. Ferner konnte reduzierender Zucker 
nachgewiesen werden. Das Filtrat von diesem Niederschlag lieferte 
mit 95°%,igem Alkohol eine weiBe Fallung, gréBtenteils aus Mineral- 
salzen bestehend, ferner waren Kohlehydrate zugegen. Die Alkohol- 
fillung enthalt sehr viel Ca und Mg, aber weniger Fe und K. Das 
Filtrat ist in starker Konzentration weinrot, enthalt noch immer P 
unl N und 14Bt noch immer K und Fe nachweisen. 


Die Bleiacetatfillung wurde nach dem Trocknen iiber konzen- 
trierter Schwefelsiure schokoladebraun, und es wurden gréBere Mengen 
davon gesammelt. Nach dem Zerre‘ben wurde dieselbe analysiert. 
Die Bleifallung wurde in der iiblichen Weise’) aufgearbeitet. Es ergab 
sich dabei ein auffallend geringes Vorhandensein von Fettsauren. 
Das Filtrat vom PbSO, wurde mit Phosphorwolframsaure gefallt, 
die Fallung gesammelt, getrocknet und in der iiblichen Weise zersetzt. 
Nach Entfernung des Ba wurde mit HCl angesiuert und mit Alkohol 
extrahiert, dann mit alkoholischer Sublimatlésung gefallt. Es wurde 
Cholin gefunden, wenn auch wenig, so daB es nur an den mikro- 
skopisch sehr schén erscheinenden und fir Cholin charakteristischen 
Kristallen erkannt werden konnte. Das Filtrat von der Fallung mit 
Phosphorwolframsaéure wurde mit Baryt bis zur alkalischen Reaktion 
versetzt, wobei der schon friiher genannte blaue Niederschlag erschien. 
Das Filtrat davon wurde mit CO, behandelt, mit Tierkohle entfirbt 
und durch Zusatz von konzentriertem Ammoniak eine volumindése 
gelbbraune Fiallung erhalten. Dieser Niederschlag abgesaugt und mit 
Wasser gut gewaschen und getrocknet, ergibt eine gelatinése Masse, 
die keine Farbenreaktion auf Sterine mehr ergab. 

Man kann diese gelatindse Masse, welche auch aus physiologischen 


Grinden Interesse verdient, auch aus der léslichen Fraktion direkt er- 
halten, wenn man diese mit Bleiacetat fallt, mit 5°,iger Schwefelséiure 


') Grafe-Magistris, diese Zeitschr. 176, 266, 1926. 
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durch 12 Stunden entbleit, die Fettsauren mit Ather ausschiittelt, day, 
die Fallung mit Phosphorwolframsaéure ausfiihrt, filtriert, mit Ba(OH), 
bis zur alkalischen Reaktion versetzt, filtriert, eindampft und mit kon. 
zentriertem NH, fallt. Die erhaltene gallertige Fallung ist reich an P 
und N, unléslich in Wasser, Ather, Alkohol, sehr leicht léslich in H(), 
wobei starkes Schiumen eintritt. Nach dem Eindampfen dieser Lésung 
zeigen sich sehr schéne Nadeln anorganischer Natur (enthaltend Kalk 
und Magnesiaphosphat); nach Entfernung derselben durch Extraktion 
mit starkem Alkohol hinterbleibt eine gelbe organische Substanz, dix 
viel P und N enthalt. Dieser Teil wurde wieder mit HCl gekocht und mit 
Ather ausgeschiittelt, wobei Fettsiuren im Ather blieben. Die salzsaure 
Lésung zeigte nach Verdunsten des Athers starke Reduktion von Fehling scher 
Lésung. 

Die genannten Phosphate sind offenbar — das zeigt ihre leichte 
Léslichkeit — in primarer Form, vielleicht zu Ca-Mg-Doppelsalzen 
vereinigt, vorhanden. Die salzsaure Lésung zeigt ferner mit Phosphor- 
wolframsiure starke Basenfallung, wobei auch Ca und Mg ausfallen 
Die Fallung wurde in der iiblichen Weise zersetzt und auf Cholin gepriift 
dieses indessen infolge Mangels gréBerer Mengen nur durch die ent. 
sprechenden Farbenreaktionen nachgewiesen. Beim Eindampfen 
hinterblieb ein Sirup, der das Glycerin enthalten soll, das aber in so 
geringer Menge vorhanden war, daB die Acroleinprobe nicht sicher 
genug ausfiel. 

Nach Winterstein und Stegmann') sind die Erdalkalien an einige 
Phosphatide des Pflanzenkérpers gebunden, daher auch die Ver. 
haltnisse, in denen sie zum N stehen, stets konstant sind. Es ist sehr 
wahrscheinlich, daB Mg und Ca auch hier in Bindung mit den Phos- 
phatiden stehen, woraus sich auch das abweichende Verhalten der 
Sojabohnenphosphatide ergeben wiirde. Zum Entstehen der gallertigen 
Fallung ist itibrigens die genaue Einhaltung der Versuchsbedingungen 
notwendig, denn bei Wiederholung des Versuchs, scheinbar unter 
den gleichen Bedingungen, erschien die Fallung nicht mehr voluminds 
und gallertig, sondern kristallinisch, und bestand aus CaCO, und 
MgCO,. Das Filtrat von diesem N H,-Niederschlag wurde konzentriert 
und mit Alkohol gefallt ; dabei entstand eine braune voluminése Fallung 
die gleichfalls durchaus aus den genannten Carbonaten bestand. 

Wenn die Bohnen durch 10 bis 30 Minuten in Atherfliissigkeit 
bei Zimmertemperatur stehengelassen worden waren, um sie zu toten 
und dann der Dialyse unterworfen wurden, war die unlésliche Fraktion 
besonders stark, dasselbe zeigte sich bei alteren Bohnen aus friiheren 
Ernten. 

Eine wichtige, noch zu entscheidende Frage lautet nun, warum im 
Dialysat so viel CaCO, und MgCO, nachzuweisen sind, und zwar 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 500, 1909. 
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nicht nur in der léslichen, sondern auch in der unléslichen Fraktion, 
von der tiber 30° allerdings besonders viel entsteht, die aber auch 
schon unter 20°, iiberhaupt bei jeder Temperatur erscheint. Allerdings 
diirften diese beiden unléslichen Fraktionen voneinander grund- 
verschieden sein, wie schon aus ihrem Aussehen sich ergibt, das bei 
der ersteren sehr voluminés, bei der anderen durchaus kristallinisch 
erscheint, woraus zu schlieBen ist, daB die letztere hauptsiichlich 
mineralischer Natur ist. Bei héherer Temperatur scheint iiberhaupt 
eine Trennung des Phosphatids von den daran gebundenen Mineral- 
ionen stattzufinden, und es ist méglich, daB bei niederer Temperatur 
die Atmungskohlensaure insofern eine Rolle spielt, als sie die ins Wasser 
ausgetretenen Erdalkalien als Bicarbonate in Lésung halt, wihrend sie 
bei héherer Temperatur entweicht, so daB ein Teil der unléslichen 
Fraktion aus den ausgefallenen Carbonaten der Erdalkalien besteht. 
Tatsichlich entweicht beim Erwarmen des Dialysats CO,, und die 
Triibung verschwindet sofort bei Zusatz von wenig HCl. 

Es kann also zusammenfassend gesagt werden, daB die Phosphatide 
der Sojabohne eine von den bisher untersuchten Phosphatiden véllig 
verschiedene Zusammensetzung haben und besonders durch das Vor- 
handensein groBer Mengen von Erdalkalien ausgezeichnet sind, die 
nicht nur infolge ihrer den Phosphatiden gegeniiber fillenden Wirkung 
den Austritt desselben bei der Dialyse zum Teil verhindern, sondern 
vor allem einzelne Komponenten desselben zuriickhalten und so nur 
Bruchstiicke in das Dialysat gelangen lassen, was eine abnorme Zu- 
sammensetzung der in Rede stehenden Kérper vortaéuscht; vielleicht 
haben wir es hier mit einer bequemen und regulierbaren Methode des 
Abbaues zu tun, woriiber weitere Versuche Klarheit schaffen sollen. 
Jedenfalls ist das Phosphatid auch im Gegensatz zu den bisher erkannten 
im Dialysat stets mit Protein vergesellschaftet, worunter aber kein 
Nucleoproteid zu finden ist. 


Biochemische Zeitschrift Band 187. 8 
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Studien tiber den Fettstoffwechsel. I. 
Von 
A. Léw und R. Pfeiler. 


(Aus der I. medizinischen Abteilung des Krankenhauses der Wiener 
Kaufmannschatft.) 


(Eingegangen am 18. Mai 1927.) 


Die Beziehungen zwischen dem Kohlehydrat- und Fettstoffwechse! 
sind seit langem Gegenstand héchsten Interesses der Stoffwechsel. 
physiologie. Sowohl Experiment wie auch Klinik haben die tiefgreifende 
Verkniipfung ces Kohlehydr}t- und Fetthaushaltes aufgezeigt. So 
wird am diabetischen Individuum mit steigender Belastung bzw. In. 
suffizienz des Zuckerstoffwechsels der Fettstoffwechsel in einschneiden. 
der Weise alteriert. Es sei nur an den Antagonismus zwischen Glykogen 
und Fettgehalt der Leber erinnert. 

Es ist daher von Interesse, die Wirkung von solchen Pharmacis, 
welche bekanntermaBen tiefgreifende Anderungen im Stoffwechsel, 
namentlich in dem der Kohlehydrate, hervorrufen, beziiglich ihres 
Einflusses auf den Fetthaushalt des Kérpers zu priifen. 

Ein solches Pharmakon ist das Adrenalin, und tatsichlich gibt 
es eine Reihe von Arbeiten, die den Fettstoffwechsel unter Adrenalin- 
wirkung behandeln. So kommen Alpern und Collazo (1) zu dem Er. 
gebnis, da8 Adrenalin den Ather- und Alkoholextrakt des Blutes etwas 
vermindert. W. Raab (2), der in einer breit angelegten Arbeit dic 
hormonal-nervése Regulation des Fettstoffwechsels behandelt, kommt 
ebenso zu dem Ergebnis, daB unter Adrenalinwirkung eine geringe 
Verminderung des Blutfettes, und zwar des Petrolitherextraktes 
eintritt. 

Im Laufe von Untersuchungen, welche sich mit dem Fettstoff- 
wechsel beschiftigen, haben wir unter anderem auch die Adrenalin 
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wirkung auf das Blutfett studiert. Die Ergebnisse, zu denen wir kamen, 
erscheinen uns mitteilenswert. 


Die Versuche wurden an etwa 2 kg schweren Kaninchen durchgefiihrt. 
Simtlichen Tieren wurde nach mindestens 20stiindigem Hungern Adrenalin 
Heissler) subkutan in einer Dosis von 0,4 ccm, das sind 0,4 mg, injiziert. 
Die Blutfettbestimmung wurde nach Bangs Mikromethodik ausgefiihrt. 
(ber die Methodik sei nur weniges bemerkt, da erst vor kurzem G. Blix (3) 
in einer &uBerst sorgfaltig durchgefiihrten Arbeit Bangs Mikromethodik 
ausfiihrlich und kritisch beleuchtet hat. Wir haben uns mit Nutzen mancher 
Winke, die in dieser schénen Arbeit niedergelegt sind, bedient. Ferner 
soll betont werden, daB auf die Reinigung des Petrolithers besondere 
Sorgfalt verwendet wurde. — Der Petrolither wurde diesmal nicht nur 
mit Alkali destilliert, wie der eine (4) von uns in einer friiheren Mitteilung 
xwecks Erhaltung guter Leerwerte fiir nétig befunden hat, sondern auch 
ler Sduredestillation unterworfen. Ebenso verfuhren wir mit dem Alkohol. 
Die Bangschen Blattchen wurden im Soxhletapparat 10 Stunden mit 
kochendem Alkohol und Ather ausgezogen und in einem Alkohol-Ather- 
gemisch zum Gebrauch aufbewahrt. Die mit Blut beschickten Blattchen 
wurden nach vierstiindigem Trocknen an der Luft in Petrolither gegeben, 
worin sie etwa 12 Stunden verblieben. Hernach wurden sie mit Alkohol 
etwa 24 Stunden extrahiert. Wahrend wir die Petrolitherfraktion genau 
kennen, da wir wissen, da8 durch den Petrolither Neutralfett und Chol- 
esterin ausgezogen wird, kénnen wir nicht genau angeben, welche Lipoide 
wir durch die Alkoholextraktion erhalten haben. Wir werden daher 
vorsichtshalber nur von eine~ ,,Lipoidfraktion“ sprechen. Als Umrechnungs- 
faktor nahmen wir 2,45 fiir beide Extraktionen an, wobei wir uns védllig 
bewuBt sind, einer: etwas willkiirlichen Faktor gewéhlt zu haben, sé daB 
lie Werte der Alkoholfraktion in unseren Reihenversuchen nicht als 
absolute, sondern nur als relative anzusehen sind. 


Im folgenden seien in Tabellenform die Resultate mitgeteilt: 


I. Petroldtherjraktion in mg pro ccm. 





Nr 0’ p Inj. 1h p Inj. 2h p Inj. 3h p Inj 4h p Inj. 
1 0,098 0,077 0.078 0,073 0.12 
2 0,081 0,057 0.061 0,058 0.079 
3 0.065 0.040 0.043 0.043 0.04 
4 0.095 0.094 0.106 0,082 0.089 
5 0,091 0.090 0.051 0,048 0.089 


Aus obiger Tabelle ersehen wir, daB die Petrolitherextrakt- 
komponente nach Adrenalininjektion keiner gréBeren Schwankung 
iterliegt. Eine leichte Senkung des Blutfettes laBt sich konstatieren, 
lie nach einigen Stunden wieder zur Norm zuriickkehrt. Nur im Falle 4 
st eine kleine Steigerung des Blutfettes vorhanden. 


Unsere Resultate sind in Ubereinstimmung mit den in der Literatur 
bereits niedergelegten Befunden. 


g* 
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II, Alkoholjraktion in mg pro ccm. 





Nr. 0’p Inj, 1h p Inj. 2h p Inj. 3h p Inj. 4h p Ir 
1 0,187 0,233 0,293 0,260 0,254 
2 0.184 0,188 0,279 0,251 0,253 
3 0,224 0,245 0,263 0,275 0,289 
4 0,290 0,376 0,355 0,319 0,287 
5 0,163 0,161 0,215 0,221 0,168 


Ganz anders verhalten sich die durch Alkohol extrahierten Lipoic 
unter Adrenalinwirkung. Hier tritt in samtlichen Versuchen ein 
nicht unbetrachtliche Vermehrung der Lipoide im Blute auf. Dieser 
Befund steht im Gegensatz zu dem eingangs erwaihnten Befund von 
Alpern und Collazo, die unter Adrenalin eine geringe Senkung de: 
Alkoholfraktion fanden. Diese Diskrepanz der Befunde kann in der 
Methodik liegen, andererseits haben diese Autoren ihre Versuche nicht 
iiber 2 Stunden ausgedehnt. Welcher Lipoidbestandteil durch Adrenali: 
im Blute eine Vermehrung zeigt und wie dieser Mechanismus zustand 
kommt, sei derzeit nicht naiher diskutiert. Weitere Untersuchungen 
sollen eine Klarung dieser Fragen bringen. 


Literatur. 


1) Alpern und Collazo, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 35, 1923. — 
2) W. Raab, ebendaselbst 49, 1926. — 3) G. Blix, Skand. Arch. f. Physio 
48, 267, 1926. — 4) A. Léw, diese Zeitschr. 177, 1926. 
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Uber die Vergirung der a-Ketobuttersiure und Oxalessigsaure. 


VIL. Mitteilung: 


Uber die Abhingigkeit der alkoholischen Girung von der 
Wasserstoffionenkonzentration. 


Von 
Erik Hiigglund und Anders Ringbom. 
(Aus dem chemischen Institut der Akademie zu Abo, Finnland ) 
(Eingegangen am 18. Mai 1927.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In Anlehnung an die friihere Arbeit’) iiber die Abhangigkeit 
der Brenztraubensaurespaltung von der Wasserstoffionenkonzentration 
teilen wir in dem Folgenden unsere Versuche itiber die Abhangigkeit 
ler Vergiarung von a-Ketobutterséure und Oxalessigsiure von der 


| Aciditat mit. 


Wie aus den unten Yngegebenen Versuchen ersichtlich ist, geht 
die Geschwindigkeit der Vergérung dieser Séuren schon bei schwach 
ikalischer Reaktion stark zuriick. Dies ist bei a-Ketobuttersiure 
ganz besonders ausgepragt. Das Zerfallsoptimum liegt, wie bei Brenz- 
traubenséure, in beiden Fallen bei py = 4 bis 6. Auch tritt hier wahrend 
ler Garung, wie zu erwarten war, eine scheinbare Verschiebung der 
maximalen Géarungsgeschwindigkeit nach der sauren Seite zu ein; 
dies beruht auf der Veranderung der Aciditaét, welche infolge des Zerfalls 
der betreffenden Saure eintritt. Da wir stark gepufferte Lésungen 
verwendeten, trat dies in weniger hohem Grade, als es friiher der Fall 
war, ein. 

1. a-Ketobuttersiure. 


Die Saéure wurde aus Propionylchlorid und Silbercyanid nach 
Claisen und Moritz*) dargestellt und so lange fraktioniert, bis wir uns 
durch Titration der Saiure davon iiberzeugen konnten, daB sie vollig 
rein war. 


') E. Hdgglund und T. Rosengvist, diese Zeitschr. 180, 61, 1927. 
*) Ber. 18, 2121, 1880; Journ. Chem. Soc. 87, 692, 1880. 
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Bei den Garversuchen wurde ausschlieBlich Hefesaft, durch Fy 
traktion von Trockenhefe (Sinebrychoff) mit 0,3 mol. NagHPO,-Losung 
hergestellt, wie wir es friiher beschrieben haben, verwendet. Der Saf; 
erwies sich als sehr garkraftig. Die Bestimmung der Wasserstoffionen. 
konzentration wurde in einer Probe, in welcher der Hefesaft mit eine; 
Phosphatlésung von demselben px ersetzt worden war, ausgefiilirt 
Nach 15 Minuten war die Garung zu Ende. Nun wurde alle Kohlensiur 
mit 10% iger Schwefelsaéure ausgetrieben. Die Versuchstemperatw 
betrug genau 20°. Die Garung wurde im iibrigen in derselben Weise 
wie es in den friiheren Mitteilungen beschrieben wurde, durchgefiilrt 


0,1 mol. a-Ketobuttersaure, 
0,1 ,, Na,HPO,, 

10 ,, 0,3 ,, Phosphatlésung, 
5 ,, Hefesaft. 


Ansatz: 10 ccm 





Kohlensaure in ccm 





D 
Pa 5 Min. 10 Min. 15 Min. a. ° — 
3.2 0.4 0.4 0.4 0.4 4 
4.3 2.2 6.3 8.8 99 100 
5,0 4,1 8.6 9.4 9.7 YS 
6.6 3.5 5.7 6.2 9.0 9] 
7.6 0.9 1,4 1.6 7.8 79 
8.1 == _- —- 1.2 12 


*) Mit Schwefelsiure ausgetrieben. 


Die px-Aktivitatskurve fiir 15 Minuten Garungszeit ist in der 
Abbildung dargestellt. Sehr auffallig ist es, daB die Garung bei einem 
pu <4 fast momentan aufhért. Die Kurve zeigt auch einen selir 
steilen Abfall, wenn pa > 8 wird. 


2. Oxalessigsiure. 


Die Saéure wurde aus ihrem Athylester durch Verseifung mit kon. 
zentrierter Salzsdure nach der Vorschrift von L. F. Simon!) dargestellt, 
sie wurde dann wiederholt aus Aceton mit Benzol gefallt, bis sie vollig 
rein war. 

Die Garungsverhaltnisse waren genau dieselben, wie friiher an- 
gegeben. Da die Saure bereits bei Zimmertemperatur Neigung zum 
Zerfall zeigt, wurden auch Blindproben ohne Zusatz von Hefesaft 
ausgefiihrt. Dabei konnten nach 5 Stunden bis zu 8 ccm Kohlensaure 
je nach der Aciditat, entwickelt werden. In der nachstehenden Tabelle 
sind die Werte, unter Beriicksichtigung dieses Zerfalls, korrigiert 
Nach 5 Stunden wurde die Kohlensaure mit Schwefelsiure ausgetrieben 


1) C. rv. 187, 855, 1903. 
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Vergirung der a-Ketobutterséiure und Oxalessigsdure. 


Ansaiz: 10 ccm 


0,1 mol. Oxalessigséure, 
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0,2 ,, Na,HPO,, 
10 ,, 0,3. ,, Phosphatlésung, 
as Hefesaft. 

Kohlensaure in ccm 
) ‘iii teres mee are ) ie weexsseeg 
ia 0,5 Std. 1 Std 2 Std 3 Std. 4 Std. Gesamt- 7 

menge songs 
3.1 2.2 5,7 7,0 8,3 84 8,5 49 
44 69 12.4 16,7 18.4 19.4 19.9 96 
46 7,1 11.9 16.6 19,0 19,6 21,0 100 
6.3 63 8,2 11,1 12,3 12.5 16.5 80 
7.0 1.8 3.3 3.8 5.4 5.8 14.9 72 
82 1,4 2.8 3.5 54 5.6 12.2 59 
8.6 — _— os -- — 5.0 24 
Wie aus der Abb.1 hervorgeht, 0 


ist das Aussehen der pg-Aktivitats- 
kurve bei der Vergérung von Oxal- 
essigsiure der von a-Ketobutter- 
siuresehrahnlich. In beiden Fallen 
liegt das Optimum bei ps = 4 bis 6, 
wie wir tibrigens auch fiir Brenz- 
traubenséure schon friiher festge- 
stellt haben. Bei einem pg >8 ver- 
giren die beiden Sauren nicht. In 
saurer Lésung bei einem py < 3 hért 
ebenfalls die Spaltung durch Hefe 
auf. Wir schlieBen daraus, daB die 
Carboxylase nur in einem bestimmten 
pu-Gebiet ihre Tdtigkeit voll ent- 
wickeln kann, und zwar ist die Lage 
dieses Aktivitdtsgebiets im wesent- 
lichen von dem Substrat unabhangig. 


SSSees 
+ 


ws Ww 
88 5$ 








Relative Girungsgeschwindighen 
wAAn @ & 
SS S939 $6 SG & 


g 


JO 























Studien iiber Pflanzenkolloide. 


XIX. Mitteilung: 
Zur Kenntnis einiger Starkedextrine. 


Von 
M. Samee. 
(Nach Versuchen von F. Bujas, O. Petak und M. Zumer.) 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat in Laibach.) 


(Eingegangen am 20. Mai 1927.) 


Die Starke verandert unter dem EinfluB verschiedener Agenzien 
und verschiedener auBerer Bedingungen ihre Jodfarbe, sie wird in 
Wasser und in Alkohol-Wassermischungen leichter léslich, auch 
bekommt sie ein mehr oder weniger ausgepragtes Reduktionsvermégen 
Man hat sich angewéhnt, derartige Starkeabkémmlinge, welche also 
noch nicht als Zucker gekennzeichnet werden kénnen, unter dem 
Sammelnamen ,,Dextrin‘‘ zusammenzufassen. Die beliebtesten Me. 
thoden zu ihrer ,,Reindarstellung’’ basieren auf der verschiedenen 
Léslichkeit in wiasserigem Alkohol, und nur selten gelang es, Vertreter 
der Dextrine als Kristallindividuen zu isolieren. Die Klassifikation 
der Dextrine wurde in erster Linie auf Grund ihrer Jodfarbe in Amylo- 
Erythro- und Achroodextrine durchgefiihrt. 

Mit fortschreitender Erkenntnis des Aufbaues des Starkekornes 
zeigte sich nun, daB in diesem Substanzen existieren, welche sich 
bereits nach bloBer Uberfiihrung in wiasserige kolloide Lésung, also 
ohne energischere Vorbehandlung, in ihrer Jodfarbe voneinander unter. 
scheiden, und da8 ein Teil derselben mit Phosphorsiure kombiniert 
ist. Da durch die Paarung mit Phosphorsiure auch der Hydrati- 
sierungszustand sehr wesentlich variiert, finden Agenzien und Enzyme, 
welche zur Darstellung von Dextrinen verwendet werden, im Korne 
bzw. im Kleister unter Umstanden schon differenzierte Substrate vor 
und es diirfte fiir das Verstaéndnis der Starkehydrolyse und Starke. 
peptisation nicht ohne Interesse bleiben, das Schicksal der einzelnen 
Starkekomponenten bei der Dextrinierung der Starke kennenzulernen 
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und namentlich die bereits mehrfach aufgeworfene Frage iiber die 
yenetische Beziehung der einzelnen Dextrine zu bestimmten Korn- 
bestandteilen aufzudecken. Eine allgemeine Orientierung in dieser 
tichtung soll die vorliegende Abhandlung bringen, welche vor allem 
folyende Fragen beriicksichtigt: 

1. Das Schicksal der Phosphorsaure bei der diastatischen Hydro- 
lyse der Starke. 

2. Die enzymatische Spaltung der Starkephosphorsaure. 

3. Nahere Charakteristik einiger Dextrine und der Vergleich der 
us dem Amylosen- und dem Amylopektinteil erhaltenen kolloiden 
Produkte. 


|. Verhalten des Phosphors beim diastatischen Abbau nativer Stirke und 
synthetischer Amylophosphorsiure. 


Gelegentlich friiherer Untersuchungen wurde bereits festgestellt, 
daS Malzdiastase die Phosphorsaiure langsamer abspaltet, als die Hydro- 
lyse der Starkesubstanz selbst verlauft, so daB wahrend des Abbau- 
vorgangs im jeweiligen kolloiden Rest eine Anreicherung von Phosphor 
erfolgt?). 

So findet sich im ,,Amylodextrinstadium™ ein kolloider Rest mit 
(264°, P,O; vor, im Erythrodextrinstadium steigt der P,O,-Gehalt 
uf 0.338°, und im Achroodextrinstadium auf 0,511°,. Diesé Tat- 
sache scheint im Hinklick auf einige Beobachtungen von L. Maquenne 
besonders interessant, da dieser Autor die Amylosen als glatt verzucker- 
bar annimmt, dem Amylopektin aber eine gewisse Resistenz gegen 
die Diastasewirkung zuschreibt, so daB die amylolytische Spaltung 
des letzteren bei den sogenannten bestandigen Dextrinen halt macht. 
Wenn es auch spiter gelungen ist, eine restlose Verzuckerung der 
Starke durchzufiihren, zeigen doch bereits diese Phosphorbestimmungen, 
daB L. Maquenne mit seiner Annahme bis zu einem gewissen Grade 
recht hatte. Die Verzuckerung der letzten Dextrinreste geht un- 
verhaltnismaBig langsam vor sich, und es kann nach dem jetzigen 
Stande des Wissens die Blockierung des Ferments kaum als die alleinige 
Ursache des Grenzabbaues angenommen werden. 

Bei der groBen Bedeutung, welche der Phosphorsiure fiir die 
Zustandsform der Starkesubstanzen zukommt, kénnte man daran 
denken, daB gerade die Anreicherung der Phosphorséure im jeweiligen 
kolloiden Reste zu einer Hemmung der Amylolyse AnlaB gibt. Um 
diese Ansicht von der einen Seite her auf ihre Stichhaltigkeit zu priifen, 
studierten wir das Verhalten phosphorylierter Starke zu Malz- und zu 


1) M. Samec, Kolloidchem. Beih. 6, 23, 1914; 10, 289, 1919. 
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Takadiastase und konnten tatsachlich eine auBerordentliche Schwact ing 
der Amylasewirkung feststellen’). 


Um ein méglichst klares Bild der ablaufenden Vorginge zu gebey 
stellen wir in Tabelle I eine Charakteristik der Diastasewirkung unte; 
Benutzung einiger physikochemischer Eigenschaften zusammen, welc} 
einen Vergleich der in dieser Untersuchung obwaltenden Verhailtnisse 
mit den Beobachtungen anlaBlich friiherer Arbeiten und den Beob. 
achtungen anderer Autoren erméglichen soll. Die Hydrolyse wurde 
mit Kahlbaums ,,Maltin“ und mit Takadiastase von Parke, Davis & (0 
durchgefiihrt, als Substrat diente Kahlbaums Kartoffelstarke . ent. 
fettet“. Die Starke wurde durch 1,stiindiges Erhitzen auf 120° in 
der Konzentration von 1%, gelést und nach dem Abkiihlen sofort 
verwendet. Die Fermente wurden 2 Stunden vor dem Zusetzen zur 


Tabelle I. 


Verlauf der Amylolyse von Kartoffelstaérke durch Maltin und durch Taka. 
diastase. Temperatur der Messungen 25°. 





; Dauer der Z 
Einwirkung Jodfarbe tt, ay A.10-! Molat> 
Std. groBe *) 


Diastasiert mit Maltin. Starke 1°, Diastase 0,025°,, Reaktionstemperatur 50 





TP blau 1,490 176,0° 4,19 42 000 
1 violett-rot 1,045 157,0 4,29 20 120 
2 weinrot 1,033 155,0 4.49 18 220 
8 \ braunrote Nuance 1,022 153.0 4.60 12 8" 
4 braun 1,015 151.9 4.49 8 120 
5 gelb-braun 1,009 149.1 4,60 - 
6 gelb 1,007 149.5 4.66 6 200 
Diastasiert mit Taka. Starke 1%, Diastase 0,02. Reaktionstemperatur 4( 
1, blauviolett 1,964 180,0 5,69 _ 
1 violett 1,098 164,0 5,73 22 600 
2 braunviolett 1,058 154.3 5,69 10 980 
3 1,052 151,2 6,07 979) 
4 gelbviolett 1,030 137,0 6,07 5 550 
5 schmutzig stahlblau 1,020 141,8 5,90 4410 
. | hellblau | ‘ - Oc 2 49% 
6 \ mit graner Nuance 1,033 140,7 5,96 3 420 
*) Aus dem osmotischen Druck; fiir die héheren Glieder dienten gewéhnliche Kollodium- 


membranen, fur die niedrigeren mit Ferrocyankupfer impragnierte Kollodiumsacke. 


1) Es braucht wohl nicht besonders betont zu werden, da8 wir dieser 


Feststellung vorliufig keinen endgiiltigen Beweiswert zuschreiben, da ja 
mdglicherweise bei der Phosphorylierung neben der Veresterung noch andere 
konstitutive Verschiebungen einhergehen kénnen, welche bei der groten 
Spezifitat der Fermente das Bild der Amylolyse verindern. Auch ist beim 
Anreichern der Phosphorsiéure eine Verschiebung der Pufferungswirkung 
durch die anwesenden Amylophosphate médglich, wodurch sekundar die 
Geschwindigkeit der diastatischen Hydrolyse verandert werden miilte. 
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Stirkelésung in Wasser gelést. Zwecks Fixierung der einzelnen Abbau- 
zustinde wurde die Fermentwirkung durch 10 Minuten langes Erhitzen 
des Reaktionsgemisches auf 98°C aufgehoben (vgl. Tabelle 1). 

Die beschriebenen Resultate schlieBen sich im allgemeinen eng 
an die seinerzeitigen Beobachtungen von M. Samec an. Einiges Neue 
bringen aber die Versuche mit Takadiastase. Die Jodfarbe klingt 
hier anfangs von Blau iiber Violett — Braunviolett — gegen Violett 
ab, dann aber tritt eine schmutzig stahlblaue und schlieBlich eine 
hellgriimblaue Nuance auf. Da die stahlblaue Jodfarbe auf die Ko- 
existenz von Amylo- neben Erythrokérpern hindeutet und der blau- 
griine Farbenton auf reine Amylokérper hinweist, sehen wir, daB die 
Takadiastase zuerst die Erythrokérper vernichtet, so daB nach sechs- 
stiindiger Fermentwirkung nunmehr in geringer Menge Amylokérper 
in Lésung verbleiben. Es ist interessant, daB z. B. bei der Hydro- 
lyse mit Maltin der achromische Punkt bei einer mittleren MolatgréBe 
des kolloiden Restes von etwa M = 8000 erreicht ist, wahrend bei 
Takadiastase eine positive Jodreaktion noch bei der MolatgréBe von 
M = 3500 beobachtet werden kann. 

‘ Uber die Verteilung des Phosphors auf die in den einzelnen Abbau- 
stadien vorhandenen Gel- und Solsubstanzen gibt Tabelle I] einen 
Uberblick. 

Tabelle Il. 


Verteilung von P auf den Sol- und Gelanteil. 





————— : ay 





_ PB, Os-Gehalt MolatgroBe 
Art des untersuchten Produktes beim Diastasieren mit —_ c _ 
~Maltin i aS Produktes 
: a _. ,. . J Solanteil 0,023 Spuren | jane 
Amylodextrin - . Gelanteil 0.173 0.191 43 560 
; ee _ | Solanteil 0,099 0,125 1 gon0 
Erythrodextrin | Gelanteil 0.492 om § °= 
per Bis 2) wa { Solanteil 0,198 0,200 | KN) 
Achroodextrin | Gelanteil 0,639 101 jj *% 


*) Der auf das Enzym entfallende Anteil des P wurde von den gefundenen Werten ab, 
gezogen. 


Bei dieser Versuchsserie wurde je eine 20g trockener Starke ent- 
sprechende Stairkemenge in 1 Liter Wasser bei 120° gelést, mit einer der 
Tabelle I entsprechenden Menge Ferment versetzt und nach Einstellung 
der gewiinschten Jodreaktion die Hydrolyse durch Erhitzen unterbrochen. 
Das Reaktionsgemisch wurde nun 9 Tage in Pergamentsicken gegen 
destilliertes Wasser dialysiert, hierauf bis zur konstanten Leitfahigkeit des 
Solanteils elektrodialysiert. Wie bei Lésungen nativer Starke, scheidet sich 
auch nach mehr oder weniger fortgeschrittener Hydrolyse aus den Lésungen 
eine Gelphase ab, deren prozentuale Menge allerdings mit zunehmendem 
Abbaugrade stark abnimmt. So sind z. B. bei der Hydrolyse mit Maltin 
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ee 


elektrodialytisch 


fallbar nicht fallbar dialysabe! 
bei nativer Starke ....... 83 17 0 
im Amylodextrinstadium. .. . . 45,88 10,87 43,25 
» Erythrodextrinstadium ... . 9,3 16,8 73,9 
» Achroodextrinstadium .... 4.1 17,2 78,7 


Prozent der gelésten Substanz. 

Die erhaltenen Gele sind nun um so P-reicher, je weiter der Abbay 
bereits gediehen ist, und im Achroodextrinstadium bei Takadiastase betray: 
der P,O;-Gehalt des kolloiden Restes P,O, = 102%. Aber auch di 
Solsubstanzen fiihren Phosphor, und auch bei diesen steigt der P-Gehalt 
mit zunehmendem Hydrolysengrad (Tabelle II). Ersetzt man nun die native 
Kartoffelstarke mit phosphorylierter Starke, so bleiben jene relative 
Enzymmengen, welche innerhalb einiger Stunden die native Starke bis 
zum achromischen Punkt abbauen, so gut wie ganz ohne Wirkung. Bei den 
verschiedenen diesbeziiglichen Versuchen wurde die Phosphorylierung ver. 
schieden weit getrieben. In einem extremen Falle arbeiteten wir mit eine: 
Amylophosphorséure vom Posphorgehalt P,O; = 0,8°, im anderen mit 
P,O, = 3%. Tabelle III enthalt einige mit Maltin, und Tabelle IV mit 
Takadiastase gemachte Erfahrungen. 


Tabelle III. 
Einwirkung von Maltin auf phosphorylierte Starke. P,O,;-Gehalt der 
Stirke = 0,75 bis 0,78%, Jodfarbe violett, Reaktionstemperatur 50”. 











Dauer der - , 17 Molats Koll. 
am, . Jodfarbe tit, | 4.10% = Oy. 104 a“, greicbt Rest 
* Substret 2 
Phosphorylierte Starke 0,4 %, Maltin 0,2%, sl 
Enzym 1 
5 Min. violett 1,588 | 4,55 | 1,43 | 179,59 | 9400 | 65,50 
15 , . 1602 4,57 | 142 176,7 6480 65,70 
1 Std. 1,743 4,71 1,70 177.6 5050 
i. - 1,948 4,62 1,70 | 172.0 5700 
4, ‘ 1574 466 | 1,77 | 1686 — 
ss ; 1,530 | 468 | 1,74 | 1609 | — 
P Substrat 0,67 
Phosphorylierte Starke 0,4 %, Maltin 0.6%, = —>—+ 
Enzym 1 
1), Std. violett 1,212 2,77 2,65 — 8990 | 96.72 
 / rotviolett 1,163 | 2,82 2,50 90,19 | 6720 78,60 
, + schmutzig violett 1,160 2,87 2,57 89,1 6460 80,90 
2 , | braun, Spur viol.| 1,160 2,80 2,23 84,2 6220 | 87.30 
3 , | braun, Spur grin 1,141 2,91 2,26 78,6 6250 86.40 
S...- hellgriin 1,099 2.91 2,31 77.3 _ 75.90 
Substrat 0,55 
) li Sta OF 0/ y 2 A : 
Phosphorylierte Starke 0,25 %, Maltin 0,4 %, — i 
: schmutzig violett x 9: — 59.10 
3 Min. }| a6 Gunes, Wena 1,095 1,98 2,34 6230 _—s, 


| dae schmutzig braun! 1,050 1,96 2.58 865° 5120 58.90 
2 , gelb, Spur grin | 1,032 1,98 2,60 65,5 | 5180 | 4340 
60 , hell griinlich | 1,061 1,98 2.45 62,6 6390 | 40,10 
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Eine 0,4%ige Lésung synthetischer Amylophosphorséure bleibt in 
Gegenwart von 0,2% Maltin sowohl hinsichtlich ihrer Jodfarbe als auch 
der inneren Reibung vdéllig unverandert. Steigert man die verfiigbare 
Maltinmenge, so erfolgt bei 0,6° Maltin ein Abbau, welcher nach 3 Stunden 
die Jodfarbe der Lésung auf schwach braun, spurenweise griin bringt. 
Die mittlere MolatgréBe des kolloidalen Anteils nimmt hierbei etwas ab, 
der dialysable Anteil steigt an, erreicht aber selbst nach fiinfstiindiger 
Enzymwirkung kaum 25%. Wesentlich rascher wirkt das Maltin, wenn die 
Lésung des phosphorylierten Produkts verdiinnter (0,25°%,) wird und die 
reaktive Menge des Ferments gesteigert wird (Tabelle III). 


Ahnlich wie bei Maltin mu8 auch bei Takadiastase die Fermentmenge 
auBerordentlich erhéht werden, wenn ein Abbau der phosphorylierten 
Starke erzwungen werden soll (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 


Einwirkung von Takadiastase auf phosphorylierte Starke. P,O,;-Gehalt 
der Starke 0,8°%, Jodfarbe braunviolett. Starke 0,5°%, Diastase 0,05%, 
Reaktionstemperatur 50°, 





Da d 17 y M 1 it. , 
Eawithung Jodfarbe tit, «py A. 104 guwieht | Koll. Rest 
5 Min. rot, Spur violett 5,110 183,5 8,14 4160 95,10 
5b, eave 3,204 164,0 8,44 4480 96,70 
0. || pore | gee | 1680 | 971 3300 98.50 
1 Std. ck daa tee 1,837 164,3 9.48 4170 92,53 
es =— ae 171,0 9.34 3820 90,70 
$3. iv - 2583 180.0 8,62 4030 88.40 
Sa braun 2.666 174.5 8.54 3860 85.80 


Die Jodfarbe geht hierbei nach Braun itiber, die innere Reibung 
nimmt ab, ebenso die optische Drehung und die Menge des kolloiden 
Restes, in der MolatgréBe des kolloiden Restes aber laBt sich keine 
wesentliche GréBenainderung wahrnehmen. Sehr merkwiirdig ist das 
Anwachsen der Viskositaét gegen Ende der Diastasewirkung. Dieses 
Phinomen, welches wiederholt reproduziert werden konnte, diirfte 
mit Zustandsainderungen des kolloiden Restes zusammenhangen, welche 
noch einer besonderen Aufklérung bediirfen. 


In der Tabelle III fiihren wir auch die elektrometrisch festgestellte 
H-lonenkonzentration an, welche ja in groBem MaBstabe die Wirkungs- 
weise der Amylasen beeinfluBt, und welche bei den synthetischen 
Amylophosphorsauren viel héhere Werte erreicht als bei nativer Starke. 
Wie ersichtlich, bewegt sich die H-lonenaktivitét in der GréBen- 
ordnung von | bis 2 . 10~‘, ist also etwas héher, als fiir das Optimum 
der Malzamylasewirkung festgestellt wurde!), doch diirfen wir darin 


1) Die einzelnen Angaben verschiedener Autoren vgl. bei P. Karrer, 
Polymere Kohlehydrate, 8.53. Leipzig 1925. 
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wohl nicht den einzigen Grund der Wirkungshemmung sehen, «, 
z. B. nach Adler) eine véllige Inaktivitaét der Malzamylase erst be; 
einem px von 2,1 eintritt. 


Wesentlich wirksamer ist die Speichelamylase?). In einer Misch ung 
von gleichen Raumteilen einer 1% igen Lésung von phosphorylierter 
Starke (P,O; = 0,85°%) und filtriertem Speichel geht die Jodfarbe 
fast momentan verloren, und die Viskositat sinkt von 8,0 auf 1,020 


Bei der Einwirkung von filtriertem Speichel auf das vierfache 
Volumen der Lésung bleibt die Jodfarbe sowie die innere Reibung 
durch 48 Stunden unverandert, im Verhaltnis 30 cem Speichel + 70 cem 
1 %ige Lésung von phosphorylierter Starke verliuft aber die Hydrolyse 
mit einer praktisch brauchbaren Geschwindigkeit. Der Speichel behalt 
seine Wirksamkeit auch bei Verwendung von héher phosphorylierten 
Stairkeproben bei, in welchen die Malz- und die Takadiastase kaum 
mehr mit unseren Methoden meBbare Veranderungen hervorbringen 
Auch bei der Speichelwirkung sammeln sich im jeweiligen kolloiden 
Rest die P-reicheren Produkte an, welche elektrodialytisch teilweise 
fallbar, teilweise unfallbar sind. Bei einem Anfangsgehalt von 2,94°, 
P,O, fanden wir: 





le Gel Im Sol 
Oo P,O; 0 0 P.O; 
Im Abbauprodukt mit blauvioletter Jodfarbe . . . 3,021. 0,0 
js o » Yroter Jodfarbe ......” 3,536 0,766 
Nach dem Verschwinden der Jodfarbe ...... 4,148 1,999 


Ein gewisser Zusammenhang zwischen Phosphorgehalt und Resistenz 
gegen diastatische Fermente ist hierdurch erwiesen. 


II. Enzymatische Abspaltung des Phosphors. 


Umgekehrt gelingt es, durch phosphatatische Enzyme die Phosphor- 
siureabspaltung aus der Starke in den Vordergrund zu bringen. Die 
Versuche wurden im allgemeinen ahnlich wie bei C. Newberg und 
Karczag*) an Glycerinphosphorséure und bei A. Nemec*) an Saccharo- 
phosphorsiure durchgefiihrt. Letzterer konnte eine recht weite Ver- 
breitung von phosphatatischen Fermenten nachweisen. 


1) Diese Zeitschr. 77, 146, 1916. 

*) Es wurde stets der Morgenspeichel ein und derselben Person bei 
gleichbleibender Abendkost verwendet. 

3) Diese Zeitschr. 36, 64, 1911. 

*) Ebendaselbst 98, 94, 1919; 119, 73, 1921. 
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Wir lieBen Extrakte von Glycina hispida-Samen, von Hefe, Muskel 
und Femur!) auf 2%, ige, durch ‘stiindiges Erhitzen auf 120° 
bereitete Lésung von Kartoffelstarke unter Toluol bei 37° einwirken, 
verfolgten den Verlauf der elektrischen Leitfaihigkeit und entfernten 
nach beendeter Enzymwirkung durch Dialyse die dialysablen Sub- 
stanzen. Nach dem Einengen wurde in den vereinigten Dialysier- 
wassern mit Magnesiamixtur das Phosphation gefillt, waihrend nach 
ibereinstimmenden Beobachtungen verschicdener Autoren die Organo- 
phosphorséuren durch dieses Reagens ungefallt bleiben. Das aus- 
geschiedene Phosphat wurde in HNO, gelést und nach Woy zweimal 
gefallt. Die Fliissigkeit, aus welcher die anorganische Phosphorséure 
entfernt wurde, wurde nun nach Sodazusatz bis zur Trockne verdampft, 
verascht, zwecks Abscheidung von Kieselsiure mit Salzsiure behandelt 
und dann in tiblicher Weise ihr Phosphorgehalt ermittelt. Ahnlich 
wurde der Dialysierriickstand, welcher den an die kolloiden Substanz- 
snteile gebundenen Phosphor enthalt, zur Trockne verdampft, unter 
Sodazusatz verascht und auf den Phosphorgehalt gepriift. Es ergaben 
sich so drei Formen von Phosphorsaure: 1. im kolloiden Rest organisch 
gebunden, 2. in der dialysablen organischen Substanz gebunden und 
3. freies (anorganisches) Phosphat. Da bei allen Versuchen die ent- 
sprechenden Bestimmungen in den Organextrakten ohne Gegenwart 
von Starke und in entsprechend konzentrierten Starkelésungen ohne 
Fermentzusatz durchgefiihrt wurden, besteht die Méglichkeit, durch 
Gegeniiberstellung der zueinander gehérigen Analysenwerte die Frage 
mu beantworten, ob und in welchem AusmaB Phosphorsaure in an- 
organische Form iibergegangen ist. Da eine solche Spaltung auch 
in Starkelésungen ohne Fermentzusatz erfolgt?), gibt erst der Vergleich 
der in Gegenwart der Extrakte beobachteten Werte fiir anorganische 
Phosphorséure mit den entsprechenden, in einer gleich behandelten 
Starkelésung gefundenen P,O,-Werten ein richtiges Bild der eventuell 
vorhandenen Phosphatasewirkung. 


1) Bereitung der Extrakte: 1. Die Muskulatur der Hinterbeine eines 
Meerschweinchens wurde zerkleinert, mit 50ccm destillierten H,O unter 
Toluol 9 Tage bei 37° gehalten und dann filtriert. 2. 48 g von Fleisch und 
Blut gereinigtem, gut zerkleinertem Kalbsfemur, wurden mit 100 ccm H,O 
unter Toluol 5 Tage bei 37° gehalten und dann filtriert. 3. 28g frischer 
Hefe wurden unter Zusatz von Quarzsand und 100 cem Wasser griindlichst 
zrrieben, vom Sand abgehoben, mit 50 cem H,O der Sand nachgewaschen 
und die Hefesuspension | Tag unter Toluol bei 37° stehengelassen. 4. 28 g 
frischer Hefe wurden 12 Stunden bei 90° getrocknet, unter Zusatz von 
Quarzsand zerrieben, mit 150ccm H,O aufgenommen, vom Sand ab- 
gegossen und 1 Tag unter Toluol bei 37° stehengelassen. 5. 8g fein ge- 
mahlener Sojabohne (Glycina hispida) wurden in 195 ccm H,O suspendiert 
ind 1 Tag unter Toluol im Thermostaten bei 37° gehalten. 

*) Vgl. M. Samec, Kolloidchem. Beih. 4, 132. 1912. 
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Es erweist sich nun tatsichlich die Hefe nativer Starke gegeniibe 
als auBerordentlich wirksam, Femur und Glycina hispida bewirke 
eine kleine Steigerung der freien Phosphorsaéure, wahrend Muskelextrak: 
den Phosphor zwar vdllig in dialysable Form iiberfiihrt, jedoch eine; 
betrachtlichen Teil in organischer Bindung 14Bt. Mit synthetische 
Amylophosphorsaéure konnte besonders unter dem EinfluB von Glycin 
hispida eine starke P-Abspaltung beobachtet werden (Tabelle V) 


Tabelle V"). 


Verschiebung des Phosphorgehalts unter dem EinfluB von Phosphatase; 
Die Zahlen beziehen sich auf 10g Starke. 





P, Og-Gehalt in 





der , 
les , 
Jodtarbe — olloden Gitfracblon | dilyaables pil 
est Substanz F205 zur Starke 
mg mg mg 
Native Starke; PgO, = 0,175 %. 
Glycina hispida. . . blau 3.5 6,0 7.5 Ast 
Gemahlene Hefe . . | blauviolett 3.1 0.0 14,1 1:1 
Getrocknete Hefe. . violett 1.0 0,0 16.9 1:1 
Muskel .... . . || blauviolett 0,0 13,4 4.0 14 des 
Extraktes 
auf 1 g Starke 
ge ya acai ll braun 0,0 10,0 74 24:1 
Starke ohne Enzym- 
NG 6 6 ce aye 11,7 Spuren 6,0 7] 
Synthetische Amylophosphorsaure, P.O, 1,01 %. 
Glycina hispida. . . 37 6 60 4:1 
ee ans oo) Ss 78 6 16 8:1 
Amylophosphorsaure 
ohne Enzymzusatz 93 3 5 “ 


Die Jodfarbe bleibt bei der Hefe- und Glycinawirkung ziemlic! 
erhalten, Muskel- und Femurextrakt aber bauen auch den organischen 
Anteil der untersuchten Produkte stark ab, so daB bei Femurmischunger 
die Jodfarbe nahezu verschwunden ist. In gutem Einklang damit 
zeigt auch die innere Reibung der untersuchten Gemische einen gréBeren 
zeitlichen Abfall, als einem normalen Alterungsvorgang entspreche! 
wiirde. 

Eine gewisse Phosphorabspaltung erfolgt iibrigens, wie nac! 
stehende Uberlegung lehrt, auch unter dem Einflu8 von Maltin. Dure! 
Vergleich der Zahlenwerte der Tabelle Il und der Angaben auf §. 1°! 
1aBt sich die in den einzelnen Abbaustadien im kolloiden Rest (s 
+ Gelanteil) noch organisch gebundene P,O;-Menge rechnen. Av 


1) Vgl. M. Samec, C. r. 181, 532, 1925. 


als 


Aut 
der 


iil. 


wel 





rech 
alle 





sche 


wir 





ante 
von 
und 
iiblic 


Met] 
von 
groB 
Lalz 
ron 
Extr 
war, 
ascl 
eral 








mal 
ande 











Liber 
irken 
trakt 


Pinen 


scher 


vena 


Pasen 


—-—_ 


altnis 
nzyms 
starke 


des 
aktes 
y Starke 


— 
_— 


“7 


mlich 
schen 
ungen 
damit 
Beren 


echel 


nach 
Durch 
§. 12] 

(So 


Au 





Pflanzenkolloide. XIX. 129 


\0¢ Starke bezogen, welche 0,171 g P,O; enthalten, ergeben sich 
als organisch gebunden: 
im Amylodextrinstadium . . 0,104g P,O, und frei 0,067 g P,O, 
im Erythrodextrinstadium . 0,063g P,0O, ,, ,, 0,108g P,O, 
im Achroodextrinstadium . . 0,060g P,O; ,, ,, 0,lllg P,O, 


Eine solche Dephosphatisierung durch Diastase wird von einzelnen 
Autoren, wie z. B. von A. R. Ling und D. R. Nanji, im Abbauschema 
der Stérkesubstanzen bereits beriicksichtigt'). 


l. Charakteristik der Dextrine, dargestellt nach C. J. Lintner und G. Diill*). 


Wie aus dieser allgemeinen Orientierung folgt, kénnen Dextrine, 
welche bei der Bereitung aus Starke mit Diastase erhalten werden, 
trotz einer nach der Jodfarbe als gleich zu schitzenden Abbaustufe 
recht verschieden sein. Die Derivate des Amyloamylosenanteils miissen 
alle frei von Phosphor sein, ihre Erythrostufe bedeutet etwas anderes 
als die Erythrostufe beim Amylopektinanteil, in welchem ja a priori 
shon jodrétende Komponenten nachgewiesen werden konnten. 


Um in dieser Beziehung ein klareres Bild zu bekommen, stellten 
wir sowohl aus nicht zerlegter Starke als auch aus dem Sol- und Gel- 
anteil einer durch ',stiindiges Erhitzen auf 120° erhaltenen Lésung 
von Kartoffelstarke das Amylo-, Erythro- und Achroodextrin dar 
und untersuchten die Produkte auf die bei unseren Arbeiten sonst 
ibliche Weise. 

Bei der Darstellung der Dextrine schlossen wir uns ginzlich der 
Methode von C. J. Lintner und G. Diill an, auch das relative Verhaltnis 
von Starke zu Malz war das gleiche*). Wegen der nicht tibermaBig 
yroBen Stirkemengen, mit welchen wir arbeiteten, war es zweckmaBig, 
Malzausziige zu verwenden, wir erhielten sie durch 12stiindige Digestion 
ron Malz mit Wasser von Zimmertemperatur oder durch 1}, stiindige 
Extraktion von Malz bei 40°. Wenn die gewiinschte Jodfarbe erreicht 
war, wurde das Reaktionsgemisch in einem auf 120° erwarmten Olbade 
ach auf 100° gebracht und dann genau nach Lintner-Diill weiter 
erarbeitet. 

Die Trennungs- und Reinigungsarbeit schritt bei unseren Versuchen 


m allgemeinen so fort, wie Lintner und Diill sie angeben, Besonderheiten 
anden sich nur bei den Derivaten der Solsubstanz vor, welche sich 


1) Journ. Chem. Soc. 127, 651, 1925. 

*) B. 26, 2533, 1893. 

’) Eine Ausnahme wurde nur beim Abbau des Sols gemacht. Dieses 
wurde wegen der minimalen Lésungsstabilitaét in der bei der Elektrodialyse 
sultierenden Konzentration von 0,3 bis 0,4°% hydrolysiert. 


Biochemische Zeitschrift Band 187. 9 
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(namentlich das Erythrodextrin) durch eine besondere Koagulation 
tendenz auszeichnen. Das Erythrodextrin dieser Reihe ist derart 
lésungsinstabil, daB die gewéhnliche Fraktionierung mit Alkolh 
unmoéglich war. Wir lésten daher die das Erythrodextrin enthalten 
Fraktion immer wieder in wenig warmem Wasser auf, lieBen abkiihle: 
wobei sich das Erythrodextrin abschied, und wiederholten diese Oper: 
tion so lange, bis das Drehungsvermégen der Substanz auf den vo; 
Lintner und Diill angegebenen Wert von a, = 196° gestiegen war 

Diese Hydrophobie des Solerythrodextrins erscheint uns sel) 
bemerkenswert. Es wurde ja seinerzeit aus dem Kartoffelamylopekti 
ein Erythrokérper mit relativ hoher MolatgréBe isoliert, welcher auBer 
ordentlich lésungsstabil war, hier aber begegnen wir einem Erythr 
kérper, welcher kaum ein Zehntel jener MolatgréBe zeigt, wie sie seiner 
zeit an den Erythroamylosen (aus dem Amylopektin) festgestellt worde: 
war, und doch sind nur Lésungen von héchstens 0,2 bis 0,3°, so wei 
lésungsbestandig, daB sie zur physikochemischen Untersuchung heran 
gezogen werden konnten. Aus diesem Grunde zeigt auch der osmotisch 
Druck dieser Lésungen gréBere Schwankungen, und nur bei geniigended 
Verdiinnung kommt man zu einigermaBen stimmenden Werten. 

Tabelle VI zeigt unsere sonstigen Resultate. Die Methodik war 
unserer sonst tiblichen und bereits beschriebenen Arbeitsweise gleich 
Die Jodfarbe wurde bei wenig Jod und bei JodiiberschuB festgestellt 
die erste Farbenangabe in der Tabelle bezieht sich auf die bei Jo: 
mangel auftretende Farbung. 

Soweit es sich um das Drehungsvermégen und das Reduktions 
vermégen handelt, decken sich unsere Beobachtungen quantitatiy 
mit'denen von Lintner und Diill. Das Amylo- und das Erythrodextri: 
zeigen eine fast identische optische Drehung a, = 196, ersteres reduziert 
nicht, letzteres nur in ganz geringem AusmaB. GréBere Abweichunge! 
fanden sich aber in der mittleren MolatgréBe (dem Molekulargewich 
von Lintner und Diill) namentlich beim Amylodextrin. Dies kam 
uns weiter nicht wundernehmen, da ja der Moment, in dem die Amylolys: 
zur Darstellung des Amylodextrins unterbrochen werden soll, weni 
prizise festgelegt ist: die Lésung soll noch keine rote Jodfarbe zeigen 
Bei der groBen Geschwindigkeit, mit welcher gerade in dieser Abbav- 
phase die Amylolyse ablauft, kénnen Bruchteile einer Minute bereit 
feststellbare Differenzen in der MolatgréBe bedingen, welche ja auch 
gerade anfangs sehr rasch absinkt!). 

So fanden C. J. Lintner und G. Dil fiir ihr Amylodextrin M = 17 
bis 17900, W. Biltz?) M = 20500 bis 22200 und wir 36800. Das Erythro 


1) Vgl. M.Samec, Kolloidchem. Beih. 10, 295, 1919. 
*) Zeitschr. f. phys. Chem. 83, 683, 1913. 
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dextrin zeigt nach Lintner und Diill die MolatgréBe M = 5000 bis 6000, 
nach W. Biltz 3000 bis 6800 und bei uns 10670. Bei den Achroo- 
dextrinen verschwinden diese Differenzen fast véllig. 

Bedenkt man, wie verschieden die Ausgangsmaterialien, die Enzym- 
triger und die angewendete Methodik der drei Autoren ist, so miissen 
wir trotz einer gewissen numerischen Verschiedenheit doch auf die 
gute Ubereinstimmung hinweisen, die in bezug auf das allgemeine 
Abbauschema der Starke durch Diastase aus diesen Messungen folgt: 
eine anfiangliche weitgehende Peptisation der Stirkesubstanz ohne 
nennenswerte Anderung der molekularen Asymmetrie und nur gering- 
fiigiger Reduktionswirkung der gebildeten Produkte. 

Das Amylodextrin unserer Versuche laBt sich elektrodialytisch 
noch in die beiden bei Lésungen nativer Starke beobachteten Phasen 
trennen. Die Substanzen der Solphase sind viel weiter desaggregiert 
als die Bestandteile der Gelphase, die ersteren zeigen die typische 
blaue, bei JodiiberschuB in Griin itibergehende Jodfarbe, die Gel- 
substanzen aber teilen mit dem Amylopektin die Fahigkeit, bei Jod- 
iiberschuB eine rote Farbe anzunehmen. Sie sind phosphorhaltig. 

An Erythrodextrin- und bei Achroodextrinlésungen bleibt die 
elektrodialytische Phasentrennung aus. 

Geht man nun anstatt vom Starkekleister bzw. von einer Starke- 
lésung von der Sol- und der Gelphase einer Starkelésung aus, so fillt 
es auf, daB der Abbaugrad bei Soldextrinen viel fortgeschrittener 
ist als bei den Starke- und den Geldextrinen. Um demnach das Auftreten 
einer roten Jodfarbe zu erre‘chen, muB man ‘die Solsubstanz viel weiter 
hydrolysieren als nicht zerlegte Starke oder das Amylopektin; dafiir 
aber weicht die rote Jodfarbe dieser Fraktion bei einer héheren mittleren 
MolatgréBe als beim Amylopektin. Mit anderen Worten: Es ist die 
Erythrostufe der Solsubstanz auf ein wesentlich engeres MolatgréBen- 
gebiet verteilt als beim Amylopektin, und daher ist es verstandlich, 
daB die MolatgréBe der Achroodextrine aus dem Sol am hdéchsten, 
der Achroodextrine aus dem Amylopektin am niedrigsten ist. Diese 
Feststellung ist leicht verstindlich, wenn man bedenkt, daB ja das 
Amylopektin a priori eine gewisse Menge eines Erythrokérpers enthalt, 
welcher sehr bald seine Geltung in bezug auf die Jodfarbe entfalten 
und schwerer auszuschalten sein wird, als dies bei dem erythrokérper- 
freien Sol der Fall ist. In diesem Zusammenhang ist auch die Beob- 
achtung von W. Biltz verstindlich, daB man die Jodfarbe der Dextrine 
nicht recht mit ihrer MolekulargréBe (Molatgr6éBe) in Beziehung bringen 
kann. 

In Ubereinstimmung mit den in friiheren Abschnitten beschriebenen 
Beobachtungen erweisen sich auch bei dieser Serie die Dextrine, welche 
aus nicht zerlegter Stairkelésung und aus ihrem Amylopektinanteil 


9* 
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Tabelle VI. Dextrine nach Lintner-Diiy 
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leicht léslich in 
weib Wasser, retro- 
gradiert leicht 


blau- 197 ebens: “4 


violettblau Phi 


Sol aus '/, Std. auf 
120° erhitzter Starke 


Gel aus ¥/, Std. auf ziemlich gut in 


120° erhiteter Starke weib, leicht | Wasser. nicht lis- ebenso 196.5 ebeusi - 
lich in Alkohol "a 
Erythr stri 
weib, schein-| in Wasser leicht ke 
Nicht zerlegte Starke bar kristalli- léslich, léslich in rot 195.5 1.126 Ph: 
siert 50°%Qigem Alkohol tn 
in warmem H,0O 
gut léslich, retro- 
Sol aus '/, Std. auf ahs gradiert auBber- rosa itt ie . 
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0,2%iger Losung 
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linisch 50° ,igem Alkohol 
Ach jextril 
leicht loslich in 
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120° erhitzter Starke leicht, siBlich lich in 70% igem a ¥2 1 eb 
Alkohol 
. . Iblich, 
Gel aus 1 2 Std. auf ge - = 97 A&G 
190° erhitater Sticke schaumartig, ebenso keine 192.7 1, eb 


schwach sib 

















Pflanzenkolloide. XIX. 133 
"Dil, i aiten mit Malzextrakt aus Kartoffelstarke. 
t vaheles | ars Sol Gel = 
der Elektros 5 = ¥ . . 
dialyse —_ lelp K. 10° M Rm P.O; fm ‘[«]p K . 10° M Rm POs 
Ar . n 
ipscheidung 
1 ’ ani blau. violett 
: er wenig  blau 200 19 | 36800 # @ 9 82 '115000) @ 0.068 
© usistenten = grun blutrot 
ielphase 
keine blan, 
OTIS’ Phasen- rot- 197 05 10000 @ 6 
rrennung violett 
ELK \bscheidung violett 
flockigem ebenso 196 03 65000 @ 6 ’ ? 15 162000 @ 0231 
Gel rot 
ryti : 
. PXxtIrin. 
Keine F 
126 Phasen- |" 1195.5) 11,5 | 10670 1.2 0,080 7 
blutrot 
trennung 
zwischen 
' 2 6900 _ 
ebba ebenso ebenso 196.5 0,4 . ; 1,3 tf] 
un¢ 
17 700 
149 
ebenso ebenso 196.9 1,1 16 300 0,99'0.045 
extrin. 
keine 
[22 Phasen- keine |190.6 9.6 1566 8,920,222 
trennung 
cal ebenso keine |185,3} 13 | 2610 947 6 
su 
ebenso keine 193 6,3 1010 9,7 (0,074 
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erhalten werden, als phosphorhaltig, die aus der Solphase erhaltenen 
Produkte und die aus Amylodextrinlésungen abscheidbaren Sol- 


substanzen sind aber phosphorfrei. Ob auch die Erythro- und die 


Achroodextrine in eine P-haltige und eine P-freie Komponente zerlegt 
werden kénnten, geht aus den vorliegenden Versuchen nicht hervor, 
da die Elektrodialyse bei diesen Produkten als Trennungsmethode 
versagt. Da jedoch die einem Grammatom P entsprechende Menge 
organischer Substanz durchweg viel gréBer ist, als das Molatgewicht 
anzeigt, miissen wir sehr wohl an die Existenz eines P-freien Anteils 
denken. 


IV. Gummises Dextrin erhalten mit dem Bacterium macerans. 


In diesem Zusammenhang interessiert nun auch das gummése 
Produkt, welches neben den kristallisierten Polyamylosen durch Ver- 
girung der Starke mit dem Bacterium macerans gebildet wird. Die 
hierbei entstehenden Polyamylosen sind bekanntlich phosphorfrei, und 
es ist nicht unwichtig, den P-Wandel auch bei dieser Starkespaltung 
etwas naiher kennenzulernen. Zur Isolierung dieser Dextrine wird das 
Garungsprodukt zunachst mit Ather und dann mit Chloroform gefillt 
und die vereinigten Niederschlige in heiBem Wasser aufgenommen; 
aus dieser Lésung scheidet sich beim Erkalten neben dem Schlamm 
das £-Dextrin ab. Die Mutterlauge der Ather-Chloroformfallung wird 
mit wenig Alkohol versetzt, wobei sich eventuell vorhandene gummiése 
Dextrine ‘abscheiden; sie kénnen durch Filtration entfernt werden’). 


Die kristallisierten Dextrine’ wurden bekanntlich besonders von 
H. Pringsheim in vieler Hinsicht untersucht und eréffneten eine 
wichtige Epoche in der Starkechemie, das gummése Produkt ist 
bisher aber unbeachtet geblieben. Es scheint uns nun eine Orientierung 
iiber dieses Spaltungsprodukt der Starke auch von Wichtigkeit, dies 
namentlich deswegen, weil sein schleimiger Charakter auf eine gewisse 
Beziehung zum Amylopektin hindeutet. 


Wir lieBen nun Kartoffelstarke sowie den aus einer Kartoffel- 
stairkelésung erhiltlichen Amylosen- und Amylopektinanteil durch 
das Bacterium macerans vergiren und suchten aus dem Girungs- 
gemisch in erster Linie die gummésen Substanzen abzuscheiden. In 
der Arbeitstechnik schlossen wir uns vollig an die Arbeitsweise von 
H. Pringsheim an. Die Vergiarung erfolgte ziemlich triage, und es 
konnten nur durch geniigend reichliche Beschickung mit dem Impf- 
material und nicht zu hohe Konzentrationen der zu vergirenden 


1) F. Schardinger, Zentralbl. f. Bakt. u. Par.-Kunde 14, 772, 1905; 
22, 98, 1909; 29, 188, 1911; H. Pringsheim und A. Langhans, Berl. Ber. 45, 
2533, 1912. 
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Flissigkeit brauchbare Resultate erhalten werden. Die Bakterien- 
titigkeit war wie normal von einer Gasentwicklung begleitet, auch 
schied sich in kleiner Menge aus der Garfliissigkeit ein Schlamm aus. 

Die typischen Abscheidungen der a- und £-Dextrine konnten 
sowohl bei der Vergirung von Starke als auch bei der Vergirung des 
Amylosen- bzw. Amylopektinanteils beobachtet werden. Die Ab- 
trennung des gummésen Produktes erfolgte bei den verschiedenen 
Parallelversuchen nicht gleich leicht, und die gebildete Menge war 
recht verschieden; eines aber konnte festgestellt werden: daB es in 
keinem Falle gelungen ist, dieses Dextrin aus dem Amylosenanteil 
der Starkelésung zu erhalten'). Einige Daten iiber diese Dextrine 
enthalt Tabelle VII. 

Tabelle VII. 


Gummése Dextrine aus Starke und aus dem Amylopektinanteil. 





Von Ig 
Substanz 
Aussehen der Aktuelle , 5 
Léoung Jodtarbe = t/t, _—. Aciditiat K .10 M P,O5 
Jodmenge ‘Ho 
Aus Starke. 
In 4% iger Lésung 
etwas trib, in der 
Wirme klar. . . = ziegelrot 1,29 0,0644 4,6 .10-° 6,72 | 28600 |0,036 


Aus dem Amylopektin. 
In4°,iger Lsg. etwas 
trib mit rotgelber 
Opaleszenz,wirdin — violett, 
der Warme klar. = ziegelrot | 1,19 0,0589 1,65.10-° 5,56 36.000 |0,024 


Nach ihrem osmotischen Verhalten sind beide untersuchten Dextrine 
sehr weit von den kristallinischen Polyamylosen entfernt. Sie machen 
den Eindruck wenig abgebauter Amylopektinreste, deren Dispersitats- 
grad sich der mittleren MolatgréBe mancher Amylodextrine nahert 
(vgl. Tabelle 11). Elektrodialytisch lassen sie sich teilweise noch aus 
der Lésung niederschlagen. Sie enthalten Phosphor, doch viel weniger, 
als bei besonderer Schonung der P-Bindung zu erwarten -wire, so dab 
zweifelsohne das Bacterium macerans auch die Phosphorabgah aus 
dem Starkemolat beschleunigt. Unsere beiden gummésen Dextrine 


1) Reinigung des gummdésen Dextrins. Wiederholte Umfallung mit 
Alkohol und Lésen in Wasser, schlieBlich durch Elektrodialyse, bei welcher 
sich ein Sol- und ein Gelanteil abtrennen. Sie wurden schlieBlich wieder 
vereinigt und gemeinsam untersucht. Nach Alkoholzusatz sammeln sich 
die gummésen Dextrine auf dem Glasstabe, mit welchem man die Mischung 
umriihrt, und kénnen so sehr leicht von der sie umgebenden Fliissigkeit 
abgetrennt werden. 
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reagieren sauer (1 bis 4,6 . 10~5 aktive H-lonen im Liter einer 1°, iven 
Lésung), und es soll nicht unerwahnt bleiben, daB analog wie bein 
Ausgangsmaterial, auch hier die Aciditat durch P,O,-Gehalt villiy 
gedeckt ist. 

Aus dem Phosphorgehalt folgt die genetische Beziehung zum 
Amylopektin, welches sich also auch dem Bacterium macerans gegen. 
iiber als etwas resistenter erweist als die Amylosen. 


Zusammenfassung. 

Ziel der Arbeit war, die Bewegung des Phosphorgehalts bei der 
Dextrinbildung zu verfolgen und einige typische Dextrine kolloid. 
chemisch so weit zu charakterisieren, daB eine Einordnung in das bisher 
studierte System der nativen und der léslichen Starkeformen méglich 
werden sollte. Hierbei ergab sich: 

1. Bei der Amylolyse durch Maltin sowie durch Takadiastase 
reichert sich im jeweiligen kolloiden Rest (Dextrin) der Phosphor an 

2. Diese Phosphoranreicherung scheint unter anderen Faktoren 
fiir die Hemmung der diastatischen Hydrolyse mit verantwortlich 
zu sein. 

3. Phosphorylierte Starke wird von diastatischen Enzymen viel 
schwerer angegriffen als native Starke; bei ihrer Hydrolyse bilden sich 
ebenfalls P-reichere Spaltungsstiicke. 

4. Durch Extrakte von Hefe, Nuskel, Femur und Samen von 
Glycina hispida wird aus nativer Starke sowie auch aus synthetischer 
Amylophosphorsaiure P abgespalten. 

5. Die nach der Methode von Lintner und Diill dargestellten und 
gereinigten Produkte sind ebenfalls P-haltig. Zu P-freien Produkten 
kommt man durch Amylolyse der Solkomponente der Starkelésung. 

6. Es wurde eine physikochemische Charakteristik dieser Dextrine 
gegeben. 

7. Das Erythrodextrin aus Kartoffelamylosen nimmt einen be- 
sonderen noch aufzuklérenden Platz in der Dextrinreihe ein. 

8. Das ,,gummiése Dextrin“, erhalten mit dem Bacterium macerans, 
ist ein relativ noch hochatomiges P-haltiges Abbauprodukt des Amylo- 
pektins. 
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Uber den Milchsiuregehalt des Liquor cerebrospinalis. 
Physiologische Untersuchungen. 


Von 
Annelise Wittgenstein und Alma Gaedertz. 
Aus der III. medizinischen Klinik und der Universitétsaugenklinik Berlin.) 


(Eingegangen am 24. Mai 1927.) 


Wir hatten uns die Aufgabe gestellt, die Beziehungen zwischen 
der Blutmilchsdure und dem Milchsdiuregehalt des Kammerwassers 
sowie des Liquor cerebrospinalis klarzulegen. Uber den Milchsiure- 
gehalt des Kammerwassers haben wir bereits berichtet'). Unsere 
Untersuchungen tiber den Milchsauregehalt des Liquor cerebrospinalis 
legen wir in dieser Arbeit vor. 

Es ist bekannt, daB der Milchséuregehalt des Blutes auch unter 
physiologischen Verhaltnissen in sehr erheblichen Grenzen schwankt. 
Jede Muskelkontraktion bedingt eine Umwandlung von Glykogen in 
Milchséure, so daB diese nach kraftiger Muskelarbeit in wenigen Minuten 
um ein Mehrfaches des Ruhewertes zunehmen kann. Nun ist aber 
ein gleichbleibender Gehalt des Blutes an Milchsaure fiir eine gewisse 
Zeitdauer notwendig, um die Ausbildung eines Gleichgewichts zwischen 
dem Milchséurespiegel des Plasmas und des Liquor zu erméglichen. 
Nur im Gleichgewichtszustand kénnen uns die gefundenen Werte 
ein Kriterium abgeben fiir die Austauschvorginge zwischen Blut 
und Liquor, eine Frage, die fiir uns zunachst im Vordergrund des 
Interesses stand. Nach langerer Muskelruhe erst stellt sich der Milch- 
siuregehalt des Blutes auf einen bestimmten Wert ein, der sich dann 
nicht mehr verandert, den konstanten Ruhewert. Wir haben daher 
die Blut- und Liquorentnahmen erst vorgenommen, nachdem die 
Patienten (bzw. Hunde) etwa 20 Minuten vdéllig ruhig gelegen hatten. 


1) Wittgenstein und Gaedertz, diese Zeitschr. 176, 1, 1926. 








138 A. Wittgenstein u. A. Gaedertz: 


Methodik. 


Zur Bestimmung der Milchsiure bedienten wir uns wieder der Unter. 
suchungsmethode nach Mendel-Goldscheider'). Die Bestimmungen wurden 
sofort nach der Entnahme ausgefiihrt, beim Blut unter Zusatz von Natriyyp. 
fluorid. Nahere Angaben siehe in der oben erwahnten Arbeit. 


Fiir die Beurteilung des Transportes der Milchséiure vom Blut in de; 
Liquor kommt in erster Linie das Verhialtnis der Milchséure zwischey 
Plasma und Liquor in Betracht. Da die Angaben iiber den Milchsiure 
gehalt im Blute sich zumeist auf das Vollblut beziehen, es auch von Interess; 
schien, das Verhalten der Milchséure in Vollblut und Plasma zu verfolgen. 
haben wir die Milchsiurebestimmungen immer in beiden Substraten durch 
gefiihrt. Unsere Untersuchungen iiber vergleichende Milchséurebestin 
mungen zwischen Vollblut, Plasma und Liquor stellen wir in einer Tabel|; 
zusammen. 





Tabelle 1. 
Milchséurebestimmung in Vollblut, Plasma und Liquor*®) in Milligramm. 

prozenten. 

Voliblut Plasma Liquor 

1 11,0 17,0 14,0 

2 12.5 18,0 15.5 

3 11,0 15.5 16,0 

+ 11,0 15,5 14.0 

5 12,0 17,0 14.5 

6 11,5 16.5 15,0 

7 11,0 16.0 15,0 

8 11,5 1655 13.5 

9 12.5 15.0 15.0 

10 13.5 15,0 15,0 

Durchschnittswert: 11,8 16.2 14,8 


Die Milchséurewerte im Vollblut schwanken zwischen 11 und 
13 mg-%. Die Milchsiurewerte im Plasma zwischen 15 und 18 mg.- 
Sie liegen in jedem einzelnen Falle héher als der dazugehérige Vollblut- 
wert, und zwar nach unseren Befunden um 40 bis 50°, héher. Die 
Liquorwerte schwanken zwischen 13 und 16 mg-%, liegen also nach 
den Durchschnittszahlen zwischen den Vollblut- und Plasmawerten 
Bei den niedrigen Plasmawerten von 15 bis 16 mg-% haben wir aber 
die Liquorwerte fast véllig entsprechend den Plasmawerten gefunden 
wahrend sie bei den héheren Plasmawerten 17 und 18 mg-%, starker 
hinter diesen zuriickbleiben. Ausdriicklich sei bemerkt, daB sowohl! 
was die absoluten Zahlen wie auch das Verhaltnis zwischen Plasma 
und Liquor angeht, die Milchsiurewerte beim Menschen und Hunc 
keinen Unterschied aufweisen. Es ist das normale Liquorbild des 


1) Diese Zeitschr. 164, 163, 1925. 
2) Es handelt sich um normale Liquoren. 
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Hundes tiberhaupt genau entsprechend dem normalen Liquorbild 
des Menschen, d. h. es ist unter physiologischen Verhiltnissen die 
Permeabilitat der Blut-Liquorschranke bei beiden durch die gleichen 
Faktoren bestimmt, die, wie wir meinen, in erster Linie in den physiko- 
chemischen Bedingungen des Milieus zu sehen sind (s. Wittgenstein und 
Krebs, Studien zur Permeabilitat der Meningen unter besonderer Beriick- 
sichtigung physikalisch-chemischer Gesichtspunkte, Zeitschr. f. d. 
yes. exper. Med. 49, H. 4/6, 1926). Es ist daher durchaus berechtigt, 
Ergebnisse der experimentellen Liquoruntersuchungen beim Hunde 
uf den Menschen zu tibertragen. Bei einer geringen voriibergehenden 
Erhéhung der Milchsiure im Plasma (die nicht einmal im Vollblut, 
iso im Austausch mit den Blutkérperchen zum Ausdruck kommt, 
s. Tabelle I) kann es zu einem Gleichgewichtszustand mit dem Liquor 
nicht kommen. Aus unseren Untersuchungen geht also hervor, dap 
hei Muskelruhe der Milchsduregehalt der Cerebrospinalfliissigkeit dem 
Milchsduregehalt des Blutplasmas anndhernd gleich ist. 

Die Untersuchungen von Scheller ergaben gleiche Werte fiir die 
Milechsture im Liquor und im Vollblut, vielleicht weil es sich dort 
nicht um ausgesprochene Ruhewerte handelt. Theoretisch wiirde 
man ebenso wie beim Chlorion einen Mehrgehalt des Liquors an Milch- 
siureanionen gegeniiber dem Plasma erwarten. Wir haben uns daher 
gefragt, ob sich der Liquor hinsichtlich der Milchsaure wie ein Dialysat 
des Blutplasmas verhilt, und haben diese Verhaltnisse im Modell- 
versuch gepriift. 

Wir haben Versuche mit der Kompensationsdialyse angestellt, und 
zwar haben wir uns der sogenannten Komipensationsschnelldialyse von 
Rona, Haurowitz und Petow bedient. Die Méglichkeit, mit einer kurzdauern- 
den Dialyse des Serums auszukommen, ist bei einem in bezug auf Ent- 
stehung und Umbau so labilen Kérper wie Milchséiure besonders wichtig, 
obgleich die Milchsiure bildenden Substanzen des Blutes hauptséchlich 
in den korpuskularen Bestandteilen enthalten sind (siehe die Arbeiten von 
Noorden jr., und Levene und Meyer). 


Methodik. 


Zum Dialysieren benutzten wir kleine Kollodiumbhiilsen, die in ein 
Glasréhrchen gehangt wurden, wie sie von den oben genannten Autoren 
angegeben worden sind. Die Hiilsen wurden mit 4 bis 5ccem Serum, die 
Glasréhrehen mit 0,85°%,iger NaCl-Lésung gefiillt, die Milchsiiure wurde 
als Calciumlactat zugesetzt. Die Kompensationsfliissigkeit war isotonisch, 
das pq des Serums 7,5. Die Dialysierversuche wurden steril gearbeitet, 
vor und nach der Dialyse von 1 bis 2 Stunden wurden AuBen- und Innen- 
flissigkeit auf ihren Milchséuregehalt untersucht. Wir geben zwei Proto- 
kolle aus einer Reihe gleichsinnig verlaufender Versuche. 


Es zeigt sich, daB die Milchsiurekonzentration in der AuBen- 
flissigkeit ansteigt, solange diese kleiner ist als die des Serums, und 
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Tabelle Il. 
Konzentration der Innenflissigkeit Konzentration der AuBenfliissigkeit 
Serum) (physiol. NaCl + Calciumlactat) 
mg-’/y Milchsaure mg>°/9 Milchsaure 

: vorher nacbher 7 vorher nachher 
18 21,5 25 20), 
18 19 20 18 
18 15 15 17 
18 14 10 14 

Pu 7,5. 


Tabe lle Ill. 





Konzentration der Innenfliissig- ogy sere on bee 








keit (Serum) lactat) Differenz 

mg-°/, Milchsaure mg-°/9 Milchsaure 

" ~ vorher ant 6 ~~ machher - worher | nachher ‘ vorher nachber 
13 16 24 20 11 4 
13 15%, 20 17 7 11), 
13 15 17 14 + | 
13 14}/, 15 13! 4 2 +1 
13 13 13 12'/, + 0 t */s 
13 12 10 11 + 3 —| 

Pu 7.5. 


daB umgekehrt Milchsiure von auBen nach innen wandert, solang 
die Milchséurekonzentration der AuBenfliissigkeit vor der Dialyse dic 
des Serums iibersteigt. Die Milchsiurekonzentration des Serums 
steigt und fallt in umgekehrter Richtung. 

Zeigt der in Tabelle II niedergelegte Versuch die Richtung, in 
der die Milchsiureionen wandern, so zeigen die Zahlen der Tabelle II! 
daB die AuBenfliissigkeit mit dem Serum da im Gleichgewicht steht 
wo die Milchsiurekonzentration von vornherein auf beiden Seiten 
der Dialysiermembran gleich ist. 

Diese Versuche zeigen, daB bei der Reaktion des nativen Serums 
die Milchséure im Blute nicht an die SerumeiweiBkorper gebunden 
sondern vollkommen diffustbel ist. 

Wir hatten schon friiher festgestellt, daB es bei der Dialyse einer 
Calcium- oder Lithiumlactat enthaltenden Gelatinelésung gegeniiber 
einer physiologischen Kochsalzlésung zu einem Ausgleich zwischen der 
Milchséure der Innen- (eiweiBhaltigen) und der AuBen- (eiweibfreien 
Fliissigkeit kommt. ,,Das Verteilungsgleichgewicht blieb auch bei Variation 
der H-Ionenkonzentration von der alkalischen Seite tiber den isoelektrischen 
Punkt zur sauren Seite unbeeinfluBt.‘‘ Die Verschiebung der H-lonen- 
konzentration nach der sauren Seite wurde in diesen Versuchen durch 


Salzséure bewirkt. Es besteht also die Méglichkeit, da® sich nur deshalb 
trotz der positiven Umladung des EiweiSes kein milchsaures Albuminat 
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gebildet hat, weil das Lactation durch das Chlorion aus der chemischen 
Bindung bzw. dem Adsorptionsraum verdrangt worden ist. 

Der Milchséuregehalt in Plasma und Liquor entspricht den Er- 
gebnissen des Modellversuchs. Der Liquor verhdlt sich auch in bezug 
auf die Milchsdéure wie ein Dialysat des Blutplasmas. 


Der Milehsiuregehalt im Liquor cerebrospinalis nach Vermehrung der 
Blutmilchsiure durch Muskelarbeit. 


Wir haben diese Verhaltnisse zunachst im Tierversuch gepriift: 
Ein Hund wurde 5 Minuten gehetzt, gleich darauf okzipital 
punktiert und die Blutentnahme gemacht. 





Milchsaure in mg-°/,» 





vor der Muskelarbeit | nach der Muskelerbeit 


i BS a ee a 12 22 
Plasma. . . Se ae 171/, 30 
Pee 13}/, 17 


Der Anstieg der Milchséiure im Liquor ist deutlich, wenn er auch 
weit hinter dem Anstieg der Milchsaure im Plasma zuriickbleibt. 

Entsprechend verlief eine Untersuchung bei einem Patienten, 
der vor der Punktion in etwa 4 Minuten viermal drei Treppen herauf 
und hinunter gelaufen war. In den angegebenen Zeitabstanden wurde 
gleichzeitig mit den Blutentnahmen aus der Punktionsnadel, die liegen 
blieb, Liquor entnommen. 





Milchsaure in mg-° 





nach der Muskelarbeit 





vor der — = 

Muskelarbeit 4 Minuten 20 Minuten | WB Minuten 
Wa aoe td has 13 25 18 15 
SE ee 17 31 23 20 
ee iy 5 (16) 22 22 20 


Es ist auch hier ersichtlich, daB der Milchsiurewert im Liquor 
dem Anstieg der Blutmilchsaure folgt. Der Milchsiuregehalt des Blutes 
ist nach 30 Minuten bereits wieder fast normal, die Milchsiure im 
Liquor dagegen ist noch annaihernd auf dem erreichten Héchstwert. 
Der Ausgleich zwischen Liquor und Blut geht langsamer vor sich 
als der in umgekehrter Richtung’). Bei dem raschen Absinken der 


1) Eine Feststellung, die auch Scheller gemacht hat und die auch 
fiir den Austausch der Milchséure zwischen Blut und Kammerwasser gilt 
(Witigenstein und Gaedertz, |. c.). 
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Blutmilchsiure zum Ruhewert ist es ohne weiteres erklarlich. dag 
nach kurzfristiger Muskelarbeit es zu einem Ausgleich mit der Milch. 
siure im Liquor nicht kommen kann. 


Vergleich zwischen dem Milchsiuregehalt des Liquor cerebrospinalis wn 
dem des Kammerwassers. 
Tabelle IV. 


Parallelbestimmungen der Milchséure in Vollblut, Plasma, Kammerwasser 
und Liquor in mg-%,. 





Vollblut Plasma Liquor Kammerwasser 
14 18 15 25 
14 17.5 16.5 23,5 
15 17 16 26,5 
13,5 16 15 21 
14 17 14.5 22 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB die Milchsaiurekonzentration 
im Kammerwasser erheblich héher ist als die des Liquors und iiber 
der des Plasmas liegt. Das ist nun, wie wir aus zahlreichen Versuchen 
iiber den Milchsiuregehalt des Kammerwassers wissen, durchgiingig 
der Fall. 

Bei allen anderen diffusiblen Substanzen, Nichtelektrolyten und 
Elektrolyten, finden wir sowohl] absolut genommen, wie vor allen 
Dingen in der Relation zum Blute, in Liquor und Kammerwasser 
dieselben Verhaltnisse. Es sind die Kationen Natrium, Kalium, Calcium 
im Kammerwasser und Liquor in geringerer Konzentration als im 
Blute vorhanden, die Chlorionen umgekehrt in gréBerer Konzentration 
Die Milchséure steht in bezug auf ihre Differenz zwischen Liquor und 
Kammerwasser isoliert da. 

Die Erklarung liegt woh! darin, daB die Milchsaure als Stoffwechsel- 
produkt der Muskelarbeit im Kammerwasser nicht nur aus dem Blut. 
plasma stammt, sondern auch einen Anteil durch die Muskelbewegungen 
des Auges selbst erhalt. 


Die klinische Bedeutung der Milchsiure im Liquor cerebrospinalis. 


Die Milchsdurewerte bei pathologisch verdnderter Lumbalfliissigkeit. 


Eine Reihe von Untersuchungen bei Liquoren mit syphilitische: 


Verainderungen — von der geringen Vermehrung der Lymphocyten und 
des EiweiBes bei Friihlues bis zu den starksten Zell- und EiweiBwerten de 
Paralyse — zeigten keinerlei Verainderungen des Milchséuregehalts im 


Liquor. Wir wissen, da8 bei den luetischen Erkrankungen des Zentralnerven- 
systems der Zuckergehalt des Liquor nicht verindert — nicht vermindert 
ist. Da die Glykolyse die einzige Quelle fiir die Entstehung der Milchsiur 
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ist, sO Kann man eine Vermehrung der Milchs&iure von vornherein nur da 
erwarten, wo wir erfahrungsgem&BS eine Verminderung des Zuckergehalts 
finden, d. h. bei Meningitiden bakterieller Natur, meist mit Vermehrung 
ier Leucocyten einhergehend, und bei Hirn- oder Riickenmarkstumoren, 
lie irgendwie im Kontakt mit dem Liquor stehen. 

Wir selbst haben, da es uns an geeignetem Krankenmaterial fehlt, 
Milchséurebestimmungen bei solchen meningitischen und Tumorkranken 
nieht ausfihren kénnen. Aber aus den Ergebnissen von John A. Killian’), 
von Jerome Glaser*) und vor allem aus den schénen Untersuchungen von 
Scheller*®), geht die Richtigkeit dieser Anschauung zur Geniige hervor. 
Besonders letzterer konnte klinisch und experimentell zeigen, da ,,der 
vei Meningitiden und Tumoren verschwundene Zucker sich quantitativ als 
Milchsiure wiederfindet“. Es steht also der Liquorzucker im umgekehrten 
Verhaltnis zur Liquormilchsaure. 

Bei den Meningitiden und Tumoren ist also gewissermaBen die Unter- 
suchung der einen Substanz nur eine Kontrollbestimmung der anderen. 
Eine isolierte differentialdiagnostische Bedeutung kommt dem Milchséure- 
gehalt des Liquor cerebrospinalis nicht zu. 

Wir haben uns gefragt, ob einer starken Erhéhung der Milchséure im 
Liquor cerebrospinalis eine pathogenetische Bedeutung zukommt. Ge- 
egentlich ihrer Untersuchung iiber den Milchséuregehalt des Blutes und des 
Liquors bei der Eklampsie haben Zwei/el und Scheller*) festgestellt, daB die 
Milchsiure im Liquor nach den eklamptischen Anfallen sowohl unmittelbar 
wie 3 Stunden nach dem Anfall erhéht ist. Eine Tatsache, die unseren 
Feststellungen iiber den Anstieg der Liquormilchséure nach Vermehrung 
ler Blutmilchséure durch Muskelarbeit entspricht. Wahrend aber bei 
mserer kurzfristigen Muskelarbeit die Blutmilchséiure so rasch zur Norm 
zuriicksinkt, da®B es zu einem Ausgleich mit der Liquormilchséure nicht 
kommen kann, finden wir nach den Krampfanfallen der Eklamptischen im 
Blute und Liquor die gleiche Milchsiureerhéhung. Zweifel und Scheller 
haben daran gedacht, daB diese vermehrte Milchséiure im Liquor durch 
lirekte Einwirkung auf das Atemzentrum die fiir Acidose charakteristischen 
Atemstérungen bedingen kénnte. Es scheint das uns nicht wahrscheinlich, 
la man sonst nach langeren Sportiibungen — Dauerlauf — diesen Atemtyp 
auch fiir Stunden finden miiBte, was bekanntlich nur fiir kurze Zeit der 
Fall ist. Wir haben aber unter dem Gesichtspunkt dieser Frage die Liquor- 
milehsiure bei Hunden durch subokzipitale Injektion isoliert von der 
Blutmilchséure vermehrt. 





Tabelle V. 
Subokzipitale Injektion von Se | SST Zeit 
alciumlactat : 
mg+®/o mg?” } Std 
Hund 1 erhielt 60mg Milchsiure 16), 354), 1 
Se . 17 43! 3 


Bemerkung. Die Plasmamilchsiure blieb unverandert auf 17 bzw. 18 mg-®/o. Die auf das 


Gesamtblut von etwa 1 Liter berechnete Milchsiuremenge, die aus dem Liquor hiniiberdiffundiert, 
ist so gering, daB sie sofort resynthetisiert werden kann. 


‘) Proc. of the exper. biol. and med., Marz 1925. 

*) Proc. of the soc. for exper. biol. and med. 24, 91, 1926. 
3) Miinch. med. Wochenschr. 78, 1652, 1926. 

*) Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 10, S. 450. 
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Ergebnis der Versuche. 


Trotz der starken Erhéhung des Milchsaéuregehalts im Liquor 
keinerlei Stérung der Atmung oder sonstige krankhafte Erscheinung 
bei den Hunden. 


Einem dritten Hunde wurden von einer 10°, igen Milchsiure. 
lésung 0,6 ccm = ungefaihr 60mg Milchséure subokzipital injiziert. 
Es traten sofort schwere Vergiftungserscheinungen auf. Liahmung 
zunéchst der hinteren Extremitaten, die nachgeschleift wurden, dann 
auch der vorderen. Das Tier liegt schlaff auf der Seite. Atmung auf. 
fallend tief und langsam. Das Tier reagiert zunachst noch auf Anruf. 
Nach einer Stunde Exitus. 

Im Gegensatz zu einer Vermehrung des Alkalilactats baw. der 
Lactationen im Liquor sind also beim Eindringen von Milchsiure 
unmittelbar in die Cerebrospinalfliissigkeit schwere Schadigungen 2 
erwarten. 

Vom Blute in den Liquor diffundiert die Milchsiure aber haupt. 
sichlich als dissoziiertes Alkalilactat. AusschlieBen kann man aller. 
dings nicht, daB bei Uberschwemmung des Blutes mit Milchsaure ein 
Teil als Saéure in den Liquor iibergeht, besonders in den Fallen, dic 
mit einer Verminderung der Alkalireserve einhergehen (bei den Eklamp.- 
tischen von Zweifel und Scheller war diese aber normal). Es ist daher 
unseres Erachtens unwahrscheinlich, daB die Atemstérungen de: 
Acidose auf eine direkte Beeinflussung des.Atemzentrums durch die 
vermehrte Liquormilchsaure zuriickzufihren ist. 


Zusammenfassung. 


Die Beziehungen zwischen der Blutmilchséure und dem Milchsaure- 
gehalt des Liquor cerebrospinalis wurden untersucht. 

Es entspricht dem Ruhewert von 15 bis 18 mg-% im Plasma 
(Mensch, Hund) ein Milchsiuregehalt des Liquors von 13 bis 16 mg-° 

Bei den niedrigen Plasmawerten ist der Milchsduregehalt des 
Liquors gleich dem des Plasmas. 

Das Ergebnis der Kompensationsdialyse zwischen Serum und einer 
milchséurehaltigen physiologischen Kochsalzlésung entspricht einem 
Diffusionsgleichgewicht. 

Der Liquor verhalt sich also in bezug auf die Milchsaure wie ein 
Dialysat des Blutplasmas. 

Es besteht in bezug auf die Milchsiure eine Differenz zwischen 
Liquor und Kammerwasser. Dieses hat eine Milchsiurekonzentration 
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die erheblich héher ist als die des Liquors und itiber der des Plasmas 
liegt. 
Der Milchsauregehalt des Liquors sinkt langsamer zum Ruhewert 
ab als der des Plasmas. 

In klinisch-diagnostischer Beziehung ist die Vermehrung der 
Liquormilchséure bei Meningitiden und Tumoren nur ein Parallel- 
symptom der Verminderung des Liquorzuckers. 

Die Vermehrung der Milchsiure im Liquor durch subokzipitale 
Injektion von Milchsiure bewirkt — im Gegensatz zu der unschid- 
lichen Einbringung von Alkalilactat — den Tod des Versuchstieres 
unter einem komaahnlichen Bilde. 
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Uber die Chemie des Drachenblutes von Dracaena Draco. 
Von 
Sigmund Friinkel und Erich David. 
(Aus dem Laboratorium der Spieglerstiftung in Wien.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1927.) 


Unter dem Namen ,,Drachenblut (Sanguis Draconis) verstelt 
man einen roten Farbstoff von verschiedener Provenienz, der friiher 
industriell eine Rolle spielte, heute aber kaum mehr verwendet wird 
Hauptsachlich ist im Handel das Indische Drachenblut zu _ haben, 
welches aus Sumatra stammt; dieses Harz wird aus den Friichten von 
Calamus (Daemonorops) Draco gewonnen, einer Palme, die in Hinter- 
indien und auf den fundainseln, vorziiglich auf Sumatra wiichst 
Ferner gibt es ein Sokotrinisches Drachenblut, welches von Dracaena 
Cumabari stammt, dann ein Westindisches,- sogenanntes Amerikani- 
sches von Pterocarpus Draco und Mexikanisches Drachenblut von 
Croton Draco; friiher wurde in Europa das Drachenblut von Dracaena 
Draco viel gehandelt, welches von den Kanarischen Inseln zu uns kam. 

Die chemischen Untersuchungen iiber die Natur des Drachenblutes 
beziehen sich auf die oben genannten Sorten, welche aber durchaus nicht 
identisch zu sein scheinen ; daher kénnen auch die chemischen Untersuchungen 
einer Art zur Aufklarung einer anderen nicht verwendet werden. Loyander'), 
der sich mit der Untersuchung des Drachenbluts beschiaftigte, hat nun ie 
Bruttozusammensetzung der einzelnen Sorten und die Léslichkeits- 
verhaltnisse untersucht, ohne den Versuch zu machen, die chemische 
Konstitution dieser Farbstoffe aufzukliren. 


Bei der trockenen Destillation des Drachenblutes fanden Glenard und 
Boudault*) ebenso wie Blyth und Hofmann*) Styrol und Toluol neben 
Aceton und Benzoeséure. Ebenso erhielt Boetsch*) bei der Destillation des 
kaéuflichen Stangendrachenbluts tiber Zinkstaub etwa 66° Styrol neben 
Toluol und Athylbenzol. 


1) Loyander, Beitrage zur Kenntnis des Drachenbluts. StraBburg 1857. 
*) Liebigs Ann. 48, 343. 

3) Ebendaselbst 538, 326. 

*) Monatshefte f. Chemie 1, 609. 
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Nur das Palmendrachenblut ist besser studiert worden, und zwar von 
Tschirch und Dieterich), welche Forscher im Palmendrachenblut 56,9 °, 
eines Harzesters fanden, den sie Dracoresin nannten, dann erhielten sie 
13,6°, eines Resens (Dracoresen) und 2,5% eines Kérpers, Dracoalban, 
welcher nur im Palmendrachenblut vorkommt. Dieser letztere Kérper 
ist ein farbloses, bei 193 bis 200° schmelzendes Pulver, welches nicht kri- 
stallisiert. 

Das Dracoresin, ein rotgefarbtes Pulver, das bei 72° schmilzt, list sich 
icht in Ather, Eisessig, Schwefelkohlenstoff, Alkohol und Kalilauge, 
~s r in Chloroform und Benzol, ist unléslich in Petrolither und Essig- 
ither. In alkoholischer Lésung l48t es sich durch Kalilauge verseifen, 
wobei man der Hauptsache nach Benzoeséure gewinnt; daneben entsteht 
ein Alkohol, Dracoresinotannol von der Zusammensetzung C,H,,O,. Neben 
der Benzoeséure scheint an der Veresterung Oxyzimtsdure teilzunehmen ; die 
Zimtsiure selbst, welche friihere Forscher zuweilen auch gefunden haben, 
konnte Dieterich nicht beobachten. Auch das Sokotrinische Drachenblut 
diirfte nach den Untersuchungen Dieterichs ein Gemisch sein und nicht wie 
Loyander*) angab, ein einheitlicher Kérper. 

Die erste quantitative Untersuchung des Harzes durch Herberger®), 
welcher Kérner — also die reinste Sorte — des Ostindischen Drachenbluts 
untersuchte, ergab folgende Zusammensetzung (in Prozenten): 


mates, Sunorpees Hiaes . ww wt tt ts 90,7 
Fette, in kaltem Ather lésliche Substanz. . . 2,0 
Benzoeséure . . Se 4 Sey 6 4b ofS) eta? Ge 
Oxalsaurer Kalk . , ee ee ee 1,6 
Phosphorsaurer Kalk . a See ee 3,7 


Im Gegensatz dazu fand Dieterich bei der Untersuchung Indischen 
Drachenbluts ,,in Stangen“‘ folgende Werte (in Prozenten): 


OR PE re 2,50 
bia dé bane pa coe a shes. 0 ie, ae 
Rotes Harz .. . Sack” Sak Ga’ “ak ca 
Atherunlésliches Harz ee eee 
Phlobaphene. . . WF) eee Le. 
Pflanzliche Riickstande . ss hs ao es ee 
We Tr. ee oats doe reowrae ~eo RD 


Alle diese Forscher arbeiteten mit Indischem Palmendrachenblut, 
wahrend iiber die Zusammensetzung des schwer erhaltlichen Kanarischen 
Drachenbluts bisher keine Angaben in der Literatur vorliegen. 

Das Kanarische Drachenblut, welches unserer Untersuchung 
zugrunde lag, war das reine Produkt von Dracaena Draco und stammte 
aus Puerto Orotava auf Teneriffa. 

Das Harz bildete ein hellrotes, geruch- und geschmackloses Pulver, 
das bei 125° zu schmelzen begann und sich auch bei der mikroskopischen 
Untersuchung als amorphes Pulver erwies ; auBer 10,31 %, Asche enthielt 
es noch 4,09°% Wasser. 


') Arch. f. Pharm. 1896, 8S. 587. 
*) Loyander, Beitrage zur Kenntnis des Drachenbluts. StraBburg 1887. 
*) Muspratt, Enzyklopidie d. techn. Chem., 4. Aufl., 4, 49, 1893. 


10* 
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Isolierung des roten Farbstoffs. 


Zur Isolierung des roten Farbstoffs wurden etwa 500 g des Drachep. 
blutes mehrere Stunden lang im Soxhletapparat mit Ather extrahiert 
wobei der rote Farbstoff in Lésung ging; als Riickstand blieben Sand 
Pflanzenteile und dergleichen zuriick. Aus der atherischen Farbstof. 
lésung wurde der Ather abdestilliert, wobei eine durchscheinende 
amorphe Masse von rubinroter Farbe zuriickblieb, welche nach dem 
Zerreiben ein im Aussehen dem Ausgangsmaterial gleichendes, hell. 
rotes Pulver lieferte. Dieses rote, atherlésliche Pulver wurde im Soxhlet. 
apparat mit Petrolither behandelt, wobei das Lésungsmittel eine 
gelbe Farbe annahm. Die Extraktion wurde bis zur Erschépfury 
fortgesetzt. In den Petrolither ging nur eine kleine Menge eines gelhen 
Harzes iiber, wihrend die Hauptmasse ungelést blieb. Der im Petrol. 
ather unlésliche Anteil — der Hauptteil —, der gegeniiber dem Riick. 
stand der Atherdestillation nur eine minimale Gewichtsdifferenz erga 
war dem Aussehen nach unverandert, ein hellrotes Pulver, das bei 140 
unter Zersetzung schmilzt. 

Ein Teil des so gewonnenen roten Farbstoffs wurde in Ather geliist 
und mit Petrolither gefallt. Dieses Reinigungsverfahren wurde 6fters 
wiederholt, bis ein bei 145° unter Zersetzung schmelzendes Pulver 
sich ergab. Da eine weitere Reinigung trotz vielfacher Versuche nicht 
gelang, wurde die so gewonnene Substanz, deren Schmelzpunkt sic) 
nicht mehr erhéhte, verbrannt. 

Die Analyse dieses Kérpers ergab folgende Werte: 

3,657 mg Substanz: 9,555 mg CO,, °2,069 mg H,0. 
5,106 ,, o 13,363 ,, CO,, 2,829 ,, H,O. 

Molekulargewichtsbestimmung nach Rault mit Eisessig als Lésung: 
mittel: 

0,5399 g Substanz: 18,2432 g Eisessig, Depression 0,42°. 

Molekulargewichtsbestimmung nach Baumann-Fromm *) mit Naphthalin 
als Lésungsmittel: 

0,2124 g Substanz: 13,57 g Naphthalin, Depression 0,20°. 

Halbmikromethode nach Rast*): 

0,0198 g Substanz: 0,0992 g Campher, Depression 15°. 
C,,H,,0,. Ber.: C 71,32, H 6,29. 
Gef.: C 71,28, H 6,33. 
C 71,40, H 6,20. 
Molekulargewicht. Ber.: 286 (doppeltes Molekulargewicht 572). 
” Gef.: in Eisessig 274, in Naphthalin 540, 
in Campher 532. 

Das annahernd doppelt so hohe Molekulargewicht, welches naci 

den Methoden von Baumann-Fromm und Rast in Naphthalin wi 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 24, 1431, 1891. 
2) Ebendaselbst 55, 1051, 1922. 
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Campher als Lésungsmittel gefunden wurde, stimmt mit der Tatsache 
iberein, daB sauerstofffreie und sauerstoffarme Lésungsmittel, wie 
Benzol, Naphthalin, Phenanthren, Campher usw. leicht assoziierend 
wirken und in konzentrierteren Lésungen zu hohe, bis doppelte Werte 
fir das Molekulargewicht finden lassen. 


Verseifungsversuch. 

Es wurde versucht, den roten Farbstoff sowohl mit Natrium- 
ithylat als auch mit alkoholischer Natronlauge zu verseifen. 0,5 ¢ 
wurden in einer Lésung von 1,2 g Natrium in 50 ccm absolutem Alkohol 
gelést und 10 Stunden lang auf dem Wasserbad erhitzt. Die dunkelrote 
Lésung wurde hierauf mit verdiinnter Schwefelsiure bis zum Auf- 
treten der Kongoreaktion angesiuert, wobei ein farbloser, flockiger 
Niederschlag ausfiel; dieser konnte jedoch nicht analysiert werden, 
da er sich an der Luft sofort und auch in der Lésung schon nach kurzer 
Zeit dunkelrotbraun farbte, so daB man eine Oxydation der aus- 
geschiedenen Saure durch den Luftsauerstoff unter Regeneration eines 
Farbstoffs annehmen muB. 


Bromierung. 


5g des roten Farbstoffs wurden in Eisessig gelést und mit einer 
Risessigbromlésung im Uberschu8 tropfenweise versetzt. Auf Zusatz 
von Wasser fiel aus dieser Lésung ein hellgelber, volumindser, flockiger 
Niederschlag aus, der sich rasch am Boden absetzte. Dieser Nieder- 
schlag wurde abfiltriert, nochmals in Eisessig gelést und wieder mit 
Wasser ausgefallt. Dieser Vorgang wurde zur Reinigung der Substanz 
so oft wiederholt, bis das Filtrat keine Bromreaktion mehr gab und der 
Zersetzungspunkt konstant blieb. 

Dieses Bromderivat ist ein amorphes, gelbes Pulver, das sich 
bei 131° zu zersetzen beginnt. 

Die Analyse der vakuumtrockenen Substanz ergab: 

4,158 mg Substanz: 5,890mg CO,, 1,040mg H,0O. 


4,621 ,, 9 6,582 ,, CO, 1,214 ,, H,O. 
5,120 ,, * 5,474 ,, AgBr. 
5,086 ,, a 5,464 ,, AgBr. 


Molekulargewichtsbestimmung nach Rault: 
0,5114g Substanz: 17,8213 g Eisessig, Depression 0,21°. 
0,4568 ¢ ms 15,1142 g Benzol, Depression 0,15°. 
C,,H,,0,Br,.  Ber.: C 39,0, H 2,86, Br 45,88. 
Gef.: C 38,65, H 2,80, Br 45,50. 
C 38,86, H 2,94, Br 45,72. 


lolekulargewicht. Ber.: 523 (doppeltes Molekulargewicht 1046). 
mm Gef.: In Eisessig 533, in Benzol 1028 (entsprechend 
dem doppelten Molekulargewicht). 
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Auch in diesem Falle lassen sich die abnormalen Molekulargewichte 
durch die assoziierende Wirkung der Lésungsmittel erklaren. 


Weiter wurde versucht, aus der Bromverbindung das Brom ab. 
zuspalten, doch gelang dies nicht vollstandig. Eine Lésung des Brom. 
kérpers in Eisessig wurde mit granuliertem Zink versetzt und mehrere 
Stunden lang — unter RiickfluBkiihlung — auf dem Drahtnetz erhitzt 
Die urspriinglich goldgelbe Fliissigkeit wurde immer lichter, doch 
dunkelte sie in der Kalte beim Aufhéren der Wasserstoffentwicklung 
sehr rasch wieder nach und nahm die urspriingliche Farbe wieder an, 
wobei sich gleichzeitig Kristalle von Zinkacetat in gréBerer Menge 
ausschieden. Auf Zusatz von Wasser fiel aus dieser Lésung ein rot. 
gelber, amorpher Niederschlag aus, der sich bei einer qualitativen 
Untersuchung als bromhaltig erwies. Ebenso gab das Filtrat eine 
deutliche Bromreaktion, so daB jedenfalls eine teilweise Abspaltung 
vom Brom stattgefunden haben muBte. Fiir die analytische Unter. 
suchung wurde einmal eine Lésung, welche vor dem Ausfillen bereits 
langere Zeit gestanden und wieder die urspriingliche Farbe an. 
genommen hatte, verwendet, das andere Mal wurde noch wihrend 
der Wasserstoffentwicklung aus der hellgelben Lésung gefillt. Die 
beiden so erhaltenen Substanzen ergaben ganz verschiedene Analysen. 
resultate, und zwar enthielt die Fallung aus der gestandenen Lésung 
doppelt so viel Brom als die noch wahrend der Wasserstoffentwicklung 
durchgefiihrte Fallung. 


I. 4,782 mg Substanz: 11,740 mg CO,, 2,310 mg H,0. 


0,1816,, KS 0,028 ,, AgBr. 
II. 4,299 ,, n 9,915 ,, CO, 2,142 mg H,0. 
4,340 ,, i‘ 1,300 ,, AgBr. 


Gef.: I. C 66,98, H 5,40, Br 6,58. 
II. C 62,92, H 5,58, Br 12,75. 


Diese Zahlen entsprechen Gemischen von bromierter und brom- 
freier Substanz. 


Es wurde auch versucht, das Bromderivat des roten Farbstoffes 
mit alkoholischer Natronlauge zu verseifen. Beim Ausschiitteln des 
Reaktionsproduktes mit Ather schied sich Natriumbromid ab. Die 
untere, wiasserig-alkoholische Schicht wurde mit verdiinnter Schwefel- 
siiure angeséuert, wobei ein rotbrauner, amorpher Niederschlag ausfiel. 
Dieser wurde abfiltriert, in Eisessig gelést und nochmals mit Wasser 
ausgefallt. Dieser bei 29° unter Zersetzung schmelzende Kérper gab 
bei der qualitativen Priifung eine deutliche Bromreaktion. Die Sub- 
stanz enthielt 8,14°% Brom und war anscheinend ein Gemenge. 
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Kalischmelze. 


Es wurde nun versucht, durch eine Kalischmelze Abbauprodukte 
herzustellen, welche einen Einblick in den Aufbau des Farbstoffs ge- 
wahren sollten. Zu diesem Zwecke wurden 15g des roten Farbstoffs 
mit der gleichen Menge Kalinmhydroxyd vermischt und in einer Kupfer- 
retorte destilliert. 

Das iiberdestillierte, hellgelbe Ol wurde einer fraktionierten Destil- 
lation unterworfen, wobei Fraktionen zwischen 90 bis 133° und 160 
bis 188° getrennt werden konnten. Eine einheitlich oder scharfsiedende 
Substanz konnte nicht gewonnen werden. 

Der Riickstand der Kalischmelze wurde mit Wasser ausgezogen, mit 
Schwefelsiure bis zur Kongoreaktion angeséuert und mit Ather er- 
schépfend ausgeschiittel'. Der Atherriickstand, der einen éligen Kérper 
darstellte, ergab beim Versetzen mit einer neutralen Bleiacetatlésung 
ein braunes, amorphes Bleisalz. Da sich dieses Bleisalz aus den iiblichen 
Lésungsmitteln nicht umlésen lieB, wurde es zwecks Reinigung mit 
verdiinnter Schwefelsiure angerieben, mit Ather einige Male ausgeholt 
und der Ather abgedunstet ; der Riickstand wurde in schwachalkalischem 
Wasser gelést und neuerlich mit neutralem Bleiacetat versetzt ; es fiel 
ein braunes Pulver aus, das nach dem Trocknen analysiert wurde, jedoch 
keine rechenbaren Werte ergab. 


Zinkstaubdestillation. 


Um in die Konstitution des Farbstoffs weiter einzudringen, wurde 
eine Zinkstaubdestillation im Wasserstoffstrom versucht. Es wurden 
20g des roten Farbstoffs mit der zehnfachen Menge chemisch reinen 
Zinkstaubs innig vermengt und der Destillation im Wasserstoffstrom 
unterzogen. Es entstand ein Ol, das fraktioniert wurde. Nach einem 
geringfiigigen Vorlauf bei 95 bis 145° destillierte eine Hauptfraktion 
bis 190°. Diese Fraktion ergab nach vielen Fillungsversuchen nur 
mit alkoholischer Jodjodkaliumlésung einen Niederschlag, dessen geringe 
Menge aber zur weiteren Untersuchung nicht mehr ausreichte. Der 
Versuch wurde nun mit 100g des roten Farbstoffs wiederholt, dabei 
erwies sich der Jodjodkaliumniederschlag als élig und konnte nicht zum 
Kristallisieren gebracht werden. 


Ozonisierungsversuch. 


5g des roten Farbstoffes wurden in Chloroform gelést und durch 
6 Stunden Ozon eingeleitet. Die urspriinglich tiefdunkelrot gefarbte 
Lésung wurde merklich heller; es wurde nun siedendes Wasser zu- 
gesetzt, das Chloroform abdestilliert und die wiisserige Lésung 
\, Stunde iiber freier Flamme gekocht. Nach dem Abfiltrieren eines 
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harzigen Riickstandes wurde ein Uberschu8 einer methylalkoholischen 
Bleiacetatlésung zugesetzt; nach dem Zusatz von Ammoniak fiel nu 
ein gelblichbrauner Niederschlag aus, der nach dem Trocknen i 
Vakuum folgende Werte ergab: 


4,762 mg Substanz: 5,533 mg CO,, 1,787 mg H,O 
3,673 ,, o 4,308 ,, CO, 1,477 ,, H,O 
6,260 ,, 4,206 ,, PbSO,. 
5,170 ,, * 3,451 ,, PbSO,. 


C,,.H,O,Pb. Ber.: C 31,9, H 4,4, Pb 45,8. 
Gef.: C 31,70, H 4,2, Pb 45,9. 
C 32,0, H 4,5, Pb 45,6. 


Um das Blei aus dem Ozonisierungsprodukt zu entfernen, wurden 
3 g Bleisalz in tiberschiissigem Methylalkohol suspendiert und 2 Stunden 
lang Schwefelwasserstoff eingeleitet. Der entstandene Niederschlag 
wurde abfiltriert, das Filtrat im Vakuum stark eingeengt, der Rest 
wurde an der Luft eingedunstet und der zuriickgebliebene Kérper 
eine braune, harzige Masse — mit Ather aus Alkohol gefallt. Der er- 
haltene Koérper ergab jedoch keine konstanten Analysenwerte. 


Verseifungsversuch. 


5 g des roten Farbstoffs wurden mit 5g Natronlauge und 70 ccm 
Alkohol 6 Stunden unter RiickfluBkiihlung gekocht und dann der 
Alkohol im Vakuum abdestilliert. Die alkalische Lésung wurde mit 
Ather ausgeschiittelt, der Ather abgedunstet, wobei ein brauner Riick. 
stand hinterblieb (Kérper 1). In die mit Ather ausgeschiittelte Lésung 
wurde Kohlensiure eingeleitet, neuerlich mit Ather ausgeschiittelt 
und dieser abgedunstet. Es hinterblieb ein Kérper (II). Die kohlen- 
saure Fliissigkeit, die durch Harzriickstande getriibt war, wurde filtriert 
und mit Schwefelsiure angesiuert, wobei ein brauner Niederschlag 
ausfiel (Kérper ITI). Das Filtrat wurde wieder mit Ather ausgeschiittelt, 
wobei eine braune Lisung entstand (IV). 

Der Kérper I wurde aus Alkohol umgelést, abgepreBt und aus 
Ather umgelést. Die Kérper I bis 1V waren nicht kristallinisch und 
ergaben bei der Analyse wechselnde Werte. 

Es wurde nun versucht, durch Anwendung verschiedener Lésungs- 
mittel aus diesen Kérpern kristallisierte Fraktionen zu erhalten. Der 
Kérper I war in Alkohol, Methylalkohol, Ather, Eisessig, Amylalkoho! 
Chloroform, Nitrobenzol, Aceton und Pyridin leicht léslich, in Wasser 
nur in der Warme léslich, in Schwefelkohlenstoff, Petrolither und 
Xylol unléslich. Der Kérper I] wurde aus Xylol umzulésen versucht, 
wobei er verharzte. Der Kérper III war in Alkohol, Methylalkohol 
und Eisessig leicht, in Ather, Xylol und Chloroform schwer léslich. 
In keinem Falle gelang es, zu definierbaren Substanzen zu gelangen. 
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Reduktionsversuch. 


2g Substanz wurden in 50cem Alkohol und 24ccm 10 °%iger 
Natronlauge gelést, 1g Zinkstaub zugesetzt und unter RiickfluB- 
kiihlung gekocht. Es entstand ein goldgelber Niederschlag, der filtriert, 
mit Wasser gewaschen und im Vakuum getrocknet wurde. Er ging 
nach einiger Zeit in ein braunes Harz tiber. Es wurde versucht, von 
diesem Kérper Analysen und Molekulargewichtsbestimmungen zu 
machen, doch ergaben sie simtlich wechselnde Werte. 


Oxydationsversuche. 


A. 1g Substanz wurde in Ather gelést und eine Lésung von 1 g 
Kaliumpermanganat in 100 cem Aceton unter Zusatz von etwas Soda- 
jésung damit vermischt. Es trat keine Entfarbung ein. 

Eine Probe, in Ather gelést, wurde mit einer atherischen Wasser- 
stoffsuperoxydlésung kraftig geschiittelt, die Atherschicht farbte sich 
hellgelb. Es wurde geschieden und in folgender Weise aufgearbeitet : 
Die atherische wie die wasserige Schicht wurden eingeengt, Fallungs- 
versuche mit Bleiacetat und Versuche, Phenylhydrazone zu erhalten, 
verliefen negativ. Ebensowenig gelang es, ein Natriumsalz darzu- 
stellen. 

B. 0,5 g Substanz wurden mit Salpetersiure von der Dichte 1,4 
gekocht, wobei eine rote Lésung entstand; diese wurde in Wasser aus- 
gegossen, wobei ein orangegelber Niederschlag ausfiel. Das Filtrat 
wurde im Vakuum eingeengt und mit viel Alkohol aufgenommen. Das 
Destillat wurde mit Sodalésung neutralisiert und auf dem Wasserbad 
eingedampft. Von der eingeengten Lésung des Filtrats wurde das 
ausgeschiedene Natriumnitrat abfiltriert und weiter eingeengt, bis 
sich kein Natriumnitrat mehr ausschied. Die erhaltenen Niederschlige 
zeigten ein kolloidales Aussehen; mit Ammonsulfat wurden sie flockig 
und verharzten. Zersetzungspunkt 150°. 

C. 3g Substanz wurden in 50 cem Eisessig gelést, unter Riickflub- 
kiihlung zum Sieden erhitzt und wahrenddessen eine Lésung von 3 g 
Chromsaure in 60ccm Eisessig zutropfen gelassen, nun wurde das 
Gemisch auf dem Olbad einen Tag lang erhitzt und in Wasser aus- 
gegossen. Man lieB einige Tage stehen, dann wurde filtriert, mit Wasser 
bis zum Verschwinden der Chromfarbung gewaschen, der Niederschlag 
in Alkohol gelést. Die Lésung wurde eingeengt, wobei ein Niederschlag 
ausfiel, der alsbald verharzte. 

D. Da alle diese, bis jetzt beschriebenen Versuche kein verwert- 
bares Resultat ergaben, wurde neuerlich eine Oxydation mit Salpeter- 
siure von starkerer Verdiinnung unternommen, welche nun positive 
Ergebnisse zeitigte. 











154 S. Frankel u. E. David: 


5g des Ausgangsmaterials wurden mit Salpetersiure von der 
Dichte 1,230 in groBem Uberschu8 versetzt und eine Stunde iiber 
freier Flamme zum Sieden erhitzt; es entstand eine klare rote Lésung, 
die siedend in Wasser ausgegossen wurde, wobei ein rétlichgelber. 
flockiger Niederschlag ausfiel. Nach dem Filtrieren wurde er zu einer 
harzigen Masse, die neuerlich mit Salpetersiure, wie oben, oxydiert 
wurde und so fort, bis nur mehr ein ganz kleiner Riickstand ungelist 
blieb. Die vereinigten griinlichgelben Filtrate wurden auf dem Wasser. 
bad bis auf ein Drittel ihres Volumens eingeengt, nach dem Erkalten 
kristallisierte ein gelblichweiBer Kérper (I) aus. Rohausbeute | ¢ 
Koérper I wurde abgenutscht, das Filtrat neuerlich eingeengt, worauf 
nach dem Erkalten glasklare Nadeln und Wiirfel auskristallisierten, 
Kérper II. Rohausbeute 1,3 g. Geringe, mitauskristallisierte Mengen 
des Kérpers I wurden mechanisch ausgelesen. 

Kérper I und II wurden nun unter Verwendung eines HeiBiwasser- 
trichters aus Wasser so lange umkristallisiert, bis die urspriinglich gelb 
gefirbten Mutterlaugen farblos geworden waren. 

Kérper I ist ein weiBes, kristallinisches Pulver, in Ather und 
Alkohol leicht léslich, zeigt aus Wasser umkristallisiert den Schmelz. 
punkt 120°. Die Substanz ist optisch inaktiv und schwach hygro. 
skopisch. 

3,311 mg Substanz: 8,582 mg CO,, 1,761 mg H,O. 
3,335 ,, ws 8,636 ,, CO, 1,821 ,, H,O. 
CyH,,0;. Ber.: C 70,59,  H 5,88. 
Gef.: C 70,71, H 5,95. 
C 70,64, H 6,11. 


Acidititsbestimmung. 
0,0154 g Substanz: 8,1 cem n/100 Natronlauge (Phenolphthalein). 


Molekulargewicht. Ber.: 204 fiir C,,H,,0.COOH. 
- Gef.: 190 fiir C,,H,,O .COOH. 


Benzoylierungsversuch. 


0,04 g Substanz wurden in wenig Natronlauge gelést, 0,3 g Benzoy!- 
chlorid zugesetzt und bis zum Verschwinden des Geruchs geschiittelt, 
dann wurde mit Salzsiure angesiuert, der entstandene weibe Nieder- 
schlag in Ather gelést und mehrmals ausgeschiittelt, der Ather wurde 
weggedampft und der weiBe Niederschlag aus heiBem Wasser um- 
kristallisiert. Die Substanz erwies sich nach dem Schmelzpunkt 120° 
als Benzoesiure; die Mutterlaugen wurden eingeengt und in gleicher 
Weise behandelt. Samtliche entstandenen Niederschlige erwiesen 
sich gleichfalls als Benzoesiure. Es konnte also kein Benzoylderivat 
dargestellt werden, was gegen das Vorhandensein einer Hydroxy!- 


gruppe spricht. 


fa 


Ww 
U 
al 
bl 


ul 


© 
K 


al 





Chemie des Drachenblutes von Dracaena Draco. 


Hydrazonbildung. 


Eine Probe des Kérpers I wurde in Eisessig gelést und eine klar- 
filtrierte Lésung von p-Nitrophenylhydrazin in 50° ,iger Essigsaure 
zugesetzt. Nach 48 Stunden wurde stark mit Wasser verdiinnt, worauf 
sich allmahlich ein rétlichbrauner Niederschlag absetzte; nach weiteren 
48 Stunden wurde filtriert und der Niederschlag mit Wasser gewaschen, 
im Vakuum getrocknet. Schmelzpunkt, aus siedendem Alkohol um- 
kristallisiert, 204°. Stickstoffprobe nach Lassaigne positiv. 

2,426 mg Substanz: 5,664 mg CO,, 1,086mg H,O. 
1,970 ,, r 4,603 ,, CO,, 0,938 ,, H,O. 
0,725 ,, = 8,04 cmm N (23°C, B 743 mm). 
1,824 ,, ae 19,97 ,, N (24°C, B 743 ,, ). 
C,,.H,,0,N;. Ber.: C 63,76, H 5,01, N 12,4. 
Gef.: C 63,69, H 5,01, N 12,5. 
C 63,74, H_ 5,33, N 12,3. 


Veresterung. 


1g Substanz von Kérper I wurde im Vakuumexsikkator sorg- 
faltigst getrocknet, in absolutem Athylalkohol gelést und 2 Stunden 
trockenes Clhorwasserstoffgas eingeleitet. Das Reaktionsgemisch 
wurde auf Eisstiickchen ausgegossen, denen zur Neutralisation ein 
UberschuB von fester Soda beigefiigt war. Hierauf wurde in Ather 
aufgenommen und geschieden. Nach dem Abdunsten des Athers hinter- 
blieb ein weiBer Riickstand, der aus wenig siedendem Athylalkohol 
umkristallisiert wurde. Schmelzpunkt 104°. 
3,952 mg Substanz: 10,500 mg CO,, 2,444 mg H,0. 
3,741 ,, »» 9,923 ,, CO,, 2,270 ,, H,O. 
C,,H,0;. Ber.: C 72,41, H 6,89. 
Gef.: C 72,48, H 6,92. 
C 72,36, H 6,79. 


Von diesem Ester wurde eine Athoxylbestimmung nach der Mikro- 
methode von Zeisl-Pregl ausgefiihrt, die folgende Werte ergab: 


3,155 mg Substanz: 3,157 mg AgJ. 
3,284 ,, - 3,338 ,, AgJ. 
Ber.: C,H,O 19,4. 

Gef.: C,H,O 19,2. 

C,H,O 19,5. 


Reduktion. 


Es wurde nun versucht, Kérper I zu reduzieren, um die vermutete 
Carbonylgruppe zu beweisen. Zu diesem Zwecke wurden 2g von 
Kérper I in 20 cem absolutem Athylalkohol gelést, am RiickfluBkihler 
aufgekocht und wahrend des Siedens rasch durch den Kiihler 2 g Natrium 
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eingetragen. Nach ), Stunde wurde in die noch warme Lésung Koh |e 
dioxyd eingeleitet und dann allmahlich mit Wasser versetzt. Nunmely: 
wurde der tiberschiissige Alkohol im Vakuum abdestilliert, das zuriick. 
bleibende O1 in Ather aufgenommen, die atherische Lésung eingedunste 
und der Riickstand aus Wasser zweimal umkristallisiert. Schmelz. 
punkt 188°. 

6,147 mg Substanz: 15,720 mg CO,, 3,570mg H,0O. 


5,988 ,, 9° 15,320 ,, CO,, 3,698 ,, H,O. 
C,.H,,0;. Ber.: C 69,90, H 6,79. 
Gef.: C 69,77, H 6,50. 


C 69,80, H 6,91. 


Die durch Oxydation des Ausgangskérpers C,,H,,0, entstanden 
Verbindung entspricht der Bruttoformel C,,H,,.0;, ist nach den Resul. 
taten der Untersuchung eine Ketocarbonsaure, so daB die Rolle der 
drei Sauerstoffe erklirt scheint. 

Die Suche nach bereits bekannten Kérpern dieser Formel in den 
Werken von Richter, Stelzner usw. ergab ein negatives Resultat, da es 
sich meistens um Kohlehydrate oder zyklische Verbindungen handelt 
und die angegebenen Schmelzpunkte mit dem gefundenen auch nicht 
annahernd iibereinstimmen. 

Korper I! kristallisiert in glasklaren Nadeln und Wiirfeln, sublimiert 
bei gew6hnlichem Druck bei 130°, Schmelzpunkt des aus Wasser um- 
kristallisierten Kérpers 178° (im Thieleschen Apparat bei zugeschmolzene: 
Kapillare). Der Kérper ist in Alkohol und Ather leicht léslich, weite: 
sehr stark hygroskopisch. Proben auf Stickstoff nach Lassaigne, Halogen 
nach Beilstein und Schwefel nach Liebig waren negativ. 


4,383 mg Substanz: 4,389 mg CO,, 2,526 mg H,O. 


3,221 ,, - 3,219 ,, CO,, 1,888 ,, H,O. 
C;H,,0,. Ber.: C 27,52, H 6,42. 
Gef.: C 27,32, H 6,45. 
C 27,26, H 6,56. 


Von diesem Kérper wurde eine Vakuumsublimation gemacht, di: 
ein Sublimat lieferte, das folgende Werte ergab: 
4,392 mg Substanz: 6,633 mg CO,, 1,683 mg H,O. 
4,672 ,, a 7,045 ., CO, 1,670 ,, H,O. 
C,H,O,. Ber.: C 41,09,  H 4,10. 
Gef.: C 41,20, H 4,29. 
C 41,14, H 4,00. 


Aus diesen Analysen kénnen wir schlieBen, daB der Kérpe- 1! 
mit vier Molekiilen Kristallwasser kristallisiert, ihm also die Forme! 
C;H,O,; +- 4 H,O = C;H,,0, zukommt. 
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Veresterung. 

1 g Substanz vom Kérper II wurde nach dem Trocknen in absolutem 
\thylalkohol gelést und etwa 2 Stunden trockenes Chlorwasserstoffgas 
eingeleitet. Das Reaktionsgemisch wurde, wie oben beschrieben, auf 
Fisstiickchen ausgegossen, denen zur Neutralisation ein UberschuB 
von fester Soda beigefiigt war. Es wurde in Ather aufgenommen und 
geschieden. Nach dem Abdunsten des Athers hinterblieb ein gelblich- 
weiBer Riickstand, der aus Alkohol umkristallisiert wurde. Schmelz- 
punkt 154°. 

4,543 mg Substanz: 8,025 mg CO,, 2,265 mg H,O. 
3,824 ,, : 6,773 ,, CO,, 1,982 ,, H,O. 
C,H,0;. Ber.: C 48,27, H 5,74. 
Gef.: C 48,19, H._ 5,58. 
C 48,32, H_ 5,80. 


Von diesem Ester wurde eine Athoxylbestimmung nach der Mikro- 
methode von Zeisel- Pregl ausgefiihrt, die folgende Werte ergab: 
4.369 mg Substanz: 5,827 mg AgJ. 
4,981 ,, ne 6,724 ,, AgJ. 


Ber.: 50 25,8. 


C,H,O 
Gef.: C,H,O 25,6. 
C,H,O 


25,9. 


Salzbildung des Kérpers Ll. 

Ungefahr 10 mg Substanz wurden in wenig Alkohol gelést, 10 ccm 
Barytwasser zugesetzt, 24 Stunden stehen gelassen; es fiel ein weiBer 
kristallinischer Niederschlag aus, der abgesaugt und getrocknet wurde. 

2,150 mg Substanz: 1,173 mg BaSQ,. 
2,020 ,, . 1,099 ,, BaSO,. 
Ber.: Ba 32,15. 


Gef.: Ba 32,14. 
Ba 32,02. 


Acidititsbestimmung. 
3,826 mg Substanz: 2,39 cem n/100 Natronlauge (Phenolphthalein). 


Molekulargewicht. Ber.: 146 fiir C,H,O,.COOH. 
Gef.: 160 fiir C,H,O,. COOH. 


Verseifungsversuch. 
Um zu konstatieren, ob es sich nicht um ein Lacton handeln kénnte, 
wurden 0.1438 g des Kérpers II mit 20cem n/10 Bariumhydroxyd- 
lisung (8,5 g im Liter) (Faktor 0.9208) iibergossen, eine Stunde gekocht 
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und mit n/10 Schwefelsdure titriert; es wurden verbraucht 9,92 com 
Schwefelsaure. 
0,1438 g Substanz: 10,08 cem n/10 Ba(OH),. 


Molekulargewicht. Ber.: 146. 
” Gef.: 155. 


Das durch die Titration ausgeschiedene Bariumsalz wurde filtriert 
und die Lésung eingeengt; nach 24stiindigem Stehen schieden sich 
Kristalle aus. 

3,226 mg Substanz: 1,759 mg BaS0O,. 


4,081 ,, m 2,231 ,, BaSO,. 
Ber.: Ba 32,15. 
Gef.: Ba 32,09. 
Ba 32,17. 


Die gefundenen Werte stimmen iiberein mit der Analyse des 
Salzes, welches vor dem Kochen mit Barytlauge dargestellt wurde. 
Das Vorhandensein eines Lactons ist daher nicht anzunehmen. 

Es wurde auch versucht, vom Kérper II sowohl ein Hydrazon 
als auch ein Oxim darzustellen. In beiden Fallen war das Ergebnis 
negativ. 

Zusammenfassung. 

Der rote Farbstoff aus Dracaena Draco entspricht der Brutto. 
formel C,,H,,0, und ist eine ungesattigte Verbindung, deren Ozonid 
bei der Spaltung eine Dicarbonsdure C,,H,,0,; gibt, so daB die Spal- 
tung sich zwischen dem 12. und 13. baw. dem 5. und 6. Kohlenstoff 
vollzieht. Bei der Oxydation nit verdiinnter Salpetersiure erhiilt 
man ebenfalls eine Spaltung in eine 12kohlenstoffige Saure und in 
eine 5kohlenstoffige. Die erstere, die wir Dracaenséure benennen, ist 
eine Dodekanketocarbonsiure, die letztere eine Pentacarbonsaure 
welche wir Dracosiure benennen. 

Weitere Untersuchungen iiber diese beiden neuen Sauren sind 
im Zuge. 
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Zur Kenntnis des Jods als biogenes Element. 


XI. Mitteilung?): 
Die Wirkung des Jods auf Hefe. I. 


Von 
K. Scharrer und W. Schwartz. 


(Aus dem Agrikulturchemischen und dem Gérungsphysiologischen Institut 
der Hochschule fiir Landwirtschaft und Brauerei Weihenstephan 
bei Miinchen.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1927.) 
Mit 19 Abbildungen im Text. 


A. Einleitung. 


Wie schon aus den bisherigen Mitteilungen hervorgeht, ist es die 
Aufgabe dieser Veréffentlichungsreihe, ach Méglichkeit die Rolle des 
Jods im tierischen and pflanzlichen Organismus zu studieren und den 
Kreislauf dieses Elements durch Boden, Pflanze und Tier zu verfolgen. 
Neben Festlegung der Wirkungen, die es auf die Lebewesen ausiibt, 
ist dabei nie die Hauptfrage aus dem Auge zu lassen, ob namlich das 
Jod bei seinem biochemischen Vorkommen lebenswichtige Aufgaben 
erfillt und seine Anwesenheit in den Organismen mithin mehr als 
bloB gufallige Bedeutung hat. 

Wichtig erscheint uns das Studium der Einwirkung von Jod auf Hefe. 
Diese gehért zwar bekanntlich zu den besterforschten Lebewesen, doch 
liegt bisher noch keine methodische Bearbeitung dieser Sonderaufgabe bei 
der Hefe vor. Die sparlichen Angaben in der Literatur streifen alle nur 
diesen Gegenstand im Rahmen anderer Fragestellungen. So finden sich 


1) I. Mitteilung: diese Zeitschr. 170, 265, 1926; II. Mitteilung: eben- 
daselbst 170, 277, 1926; III. Mitteilung: ebendaselbst 170, 300, 1926; 
IV. Mitteilung: ebendaselbst 178, 161, 1926; V. Mitteilung: ebendaselbst 
180, 300, 1927; VI. Mitteilung: ebendaselbst 180, 307, 1927; VII. Mit- 
teilung: ebendaselbst 180, 313, 1927; VIII. Mitteilung: ebendaselbst 180, 
334, 1927; IX. Mitteilung: ebendaselbst 182, 291, 1927; X. Mitteilung: 
ebendaselbst 185, 405, 1927. 
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einige Notizen z. B. bei O. Loew (1) und H. Schulz (2). In neuester Ze;; 
berichtete H. Zeller (3) iiber die Wirkung von Arzneimitteln und Strahley 
auf die Garung der Hefe und fand dabei, daB neben anderen Substanzey 
auch Kaliumjodid und Jodtinktur eine Steigerung der Kohlenséurebilduny 
bewirken, die namentlich im ersten Falle interessant ist, weil anscheinen, 
der Glykogenvorrat der Hefe zu ihrer Erklirung nicht ausreicht. 

Schon die alteren Beobachter bemerkten bei Versuchen iiber (ijt. 
wirkungen die auBerordentlich hohe Jodtoleranz der Hefe. Sie iibertrifj; 
bei weitem die der héheren Pflanzen, soweit wir hieriiber durch Stoklasa (4 
unterrichtet sind. Heute ist dies um so auffalliger, als Untersuchungen 
Menschen und an tierischen Organismen ein éuBerst empfindliches Reaktions 
vermégen gegeniiber kleinsten Jodmengen ergeben haben. 


Dieses abweichende Verhalten lieB es ebenfalls wiinschenswert er. 
scheinen, die Wirkungen der Jodverbindungen auf Hefe eingehender 2 
untersuchen. Vor allem mute einmal die Frage gestellt werden, ob dic 
hohe Toleranz nicht etwa darauf beruht, daB dem Jod hier im Gegensaty 
zu unseren Erfahrungen an Tieren iiberhaupt keine spezifische Bedeutung 
fiir den Stoffwechsel zukommt. Ihre Beantwortung durch Kultur in ,,jod. 
freier“’ Lésung 148t sich ja bei Pilzen leichter durchfiihren als bei héherer 
Pflanzen. Bei diesen ist Stoklasa (4) zu dem Ergebnis gekommen, da& im 
»vollkommen jodfreien Medium!) Keimung und Entwicklung wesentlic) 
schlechter vor sich gehen als bei Zusatz geringer Jodmengen in Form von 
Kaliumjodid. Besonders die Halophyten sprechen auf Jodzusatz an. Die 
Versuchsdauer war anscheinend bei Kontrollen und Jodpflanzen die gleiche 


Stoklasa (4) und seine Mitarbeiter haben auch bereits einige Versuche 
mit niederen Organismen angestellt: Kulturen von Azotobacter chroo- 
coccum entwickelten sich iippiger und brachten einen Mehrgewinn an 
Stickstoff, wenn die Nahrlésung 0,00005% J als KJ enthielt. Die Ver- 
suchsdauer war auch hier wieder die gleiche wie bei den jodfreien Kontrollen 


In der vorliegenden Arbeit wird zunichst nur der EinfluB an. 
organischer Jodverbindungen auf ‘lie Vermehrung der Hefe behandelt 
Weitere Mitteilungen iiber die Wirkung von freiem und organiseh 
gebundenem Jod und iiber den Verlauf der Garung behalten wir uns vor 


B. Methodisches. 


Einige Bemerkungen iiber die Versuchsmethodik mégen hier angegeben 
werden. Als MaSstab fiir die Jodwirkung diente das Gewicht der Hefeernt: 
Zu seiner Feststellung wurde die Nahrlésung nach Beendigung des Versuch: 
durch Goochtiegel filtriert, der Riickstand zweimal mit physiologischer 
Kochsalzlésung griindlich ausgewaschen und im elektrischen Trocken- 
schrank bei 100° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Diese Methode der 
Filtration der Hefe hat zwar den unbestreitbaren Nachteil, daB sie lang 
wierig und zeitraubend ist, besitzt aber dafiir bei sorgfaltigem Arbeiten 
den Vorteil groBer Zuverlissigkeit. Methodische Versuche, die Filtratio 


1) Leider macht Stoklasa keine naheren Angaben iiber die Herstellung 
seiner Nahrbéden und Nahrlésungen. Bei der auBerordentlichen Schwieriz- 
keit, ein wirklich jodfreies Substrat zu erlangen, waren hier Einzelheites 
besonders wiinschenswert gewesen. 
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bei kleinen Nahrstoffmengen und geringer Versuchsdauer durch Aus- 
schieudern in Réhrchen zu ersetzen, scheiterten an der Ungenauigkeit dieser 
Bestimmungsart fiir unsere Zwecke. Als Nahrlésung diente meist dunkle 
Brauereiwiirze von bestimmtem spezifischen Gewicht. Der Jodgehalt der 
Wiirze ist so gering — er betrug bei verschiedenen Wiirzen etwa 0,9 bis 
1,5 y-% —, daB er praktisch vernachlassigt werden kann. Eine synthetische 
Nahrlésung hatte manche Vorteile gehabt; verschiedene gepriifte Nahr- 
stoffkombinationen waren jedoch unbrauchbar, weil die sonst vorhandenen 
starken Unterschiede in der Vermehrungstatigkeit nicht in Erscheinung 
traten. (Vgl. Abb. 9.) 

Je 50 cem klarer Wiirze wurden in 100-cem-Erlenmeyerkélbchen ein- 
gefiillt und mit einer bestimmten Jodmenge in Form anorganischer Jod- 
verbindungen versetzt. Sterilisation erfolgte bei gegen Erwirmen weniger 
emptindlichen Jodverbindungen nach dem Einwagen der betreffenden Sub- 
stanz. Bei sehr empfindlichen Stoffen, die auf Erhitzen durch Zersetzung 
reagieren, wie z. B. Jodwasserstoffsiure oder Ammoniumjodid, wurde vor 
lem Zusatz dieser K6rper sterilisiert und erst dann unter allen Vorsichts- 
maBregeln der sterilen Behandlung (sterilisiertes, destilliertes Wasser, 
sterilisierte Pipetten) die Einwage der Jodmengen vorgenommen, zumal 
dadurch in gewissen Reihen auch Eiwei®Sfallungen in der Wiirze auf die 
héheren (nicht weiter benutzten) Jodkonzentrationen beschrankt blieben. 
Um ein einigermaBen klares Bild zu bekommen, muBten die meisten Reihen 
mehrmals durchgefiihrt werden. Besondere Schwierigkeiten bereiteten die 
hygroskopischen Jodverbindungen, ferner auch die Jodwasserstoffsdiure 
infolge ihres wechselnden Gehalts an freiem Jod. Wir beschranken uns in 
einigen Fallen auf die Wiedergabe von Versuchsprotokollen und sehen von 
einer graphischen Darstellung ab, da ein von den iibrigen Jodverbin- 
dungen prinzipiell abweichendes Verhalten nicht vorliegt. 

Die Versuchsdauer ist fiir das angewandte Verfahren ein auBerordéntlich 
wichtiger Faktor, auf den wir spéter noch zuriickkommen werden. Da 
lurch die Jodgaben die Vermehrungsgeschwindigkeit' der Hefe stark be- 
einfluBt wird, waren zur Klérung der Verhiltnisse stets Parallelversuche 
als a- und b-Reihe bezeichnet) von verschiedener Versuchsdauer notwendig. 
Von einer Bestimmung der Generationsdauer und des Vermehrungskoeffi- 
zienten in jodhaltigen Lésungen sahen wir vorlaufig ab. 


Folgende Jodverbindungen') wurden in ihrer Einwirkung auf die 
Hefevermehrung gepriift: 


Jodwasserstoffsaure, Jodsaure, Perjodsaure, 
Ammoniumjodid, Kaliumjodat, Kaliumperjodat, 
Kaliumjodid, Kaliumbijodat, Natriumperjodat. 
Natriumjodid, Natriumjodat, 

Rubidiumjodid, Rubidiumjodat, 

Caesiumjodid, Calciumjodat, 

Lithiumjodid, 

Magnesiumjodid, 

Calciumjodid, 


1) Die benutzten Chemikalien waren saémtliche Originalpriparate der 
Firmen Merck, Kahlbaum oder Schuchardat. 
Biochemische Zeitschrift Band 187. ll 
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Um bei dem Umfang der gepriiften Konzentrationen — sie be. 
wegten sich zwischen '/, o99999 und 8%, Jodgehalt — iiberhaupt dic 
graphische Darstellung méglich zu machen, haben wir simtliche Jod. 
prozente fortlaufend mit arabischen Ziffern bezeichnet und diese jy 
gleichen Abstdénden auf der Abszisse eingetragen. Es bedeuten also: 


0. Kontrolle 11. 0,015% Jod 22. 15% Jod 
1. 0,000001% Jod 12. 0,020% ,, . 22%. 
2. 0,000005% ,, 13. 0,025% ,, 24. 2.5% .,, 
3. 0,00001 % ,, 14. 0,05 % ,, 6. 328%. . 
4. 0,00005 % ,, 15. 0,075% ,, 26. 4.0% ,, 
5. 0,0001 % .,, mar &% x 7 42%, 
6. 0,0005 % ,, a7. GIS % vs 28. 60% _ ,, 
7. 0,001 . ae m6. OS % wv 28. 65% =.» 
8. 0,002 DS “a 19. 0,35 % ,, 30. 780% 
9. 0,005 . oe" 20.056 % ,, at. 7.8% wo 
10. 0,01 , an 26 .%. « 32. 8,0% ,, 


Die Kurven sind somit verzerrt, was bedeutungslos ist, da bei 
unseren Betrachtungen ihre geometrische Form keine Rolle spielt 
Die Erntegewichte in Milligramm ergeben sich aus der Ordinaten. 
teilung. In zahlreichen Fallen wurde vor Versuchsbeginn, ferner nach 
AbschluB der a- und b-Reihe das pg der Nahrlésung elektrometrisch 
bestimmt. Da gegeniiber den Kontrollen keine wesentlichen An- 
derungen auftraten, beschrinken wir uns nachstehend auf die Wieder. 
gabe einzelner Zahlen: . 














T'abelle I. 
2 mn Gebrauchte Nabriésung 
Jodwasserstoffsaure Frische Nahrlésung - 
asReihe bsReihe 
Konzentration Pu Pa Pu 
Kontrolle 6,1 4,9 4,9 
0,0005% J 6,0 4,9 4,8 
0,05 % J 5,3 4,7 4,7 
Tabelle II. 
Gebrauchte Nihrlésung 
Calciumjodid Frische Nahriésung |; 
a-Reihe bsReihe 
Konzentration Pu Pa Pu 
Kontrolle 5,4 4,3 44 
0,000 01% J 5.5 4.6 44 
0,005 % J 54 46 44 
0,5 % I 5,4 4.5 4,2 
5,0 % J 5,2 4.3 4,2 





bet 


che 
arb 





Jod als biogenes Element. XI. 


Tabelle I1l. 








Gebrauchte Nahrlésung 
Kaliumjodat Frische Nahriésung —— — 


27g (| %&Teg | 6Teg 
Konzentration Pu Pu Pu 


Kontrolle . 4,2 4, 44 
0,000 01°, J 5, 4,2 4. 44 
0.002 % J 5. 44 3 44 


Tabelle 1V. 





Gebrauchte Nahriésung 





Kaliumperjodat Nahrlésung — 
a-Reihe beReihe 


Konzentration Pu Pa 


Kontrolle 5,6 4.2 
0,000 01° J 5. 44 
00005 % J 5 43 


Die benutzte Hefe war ein Reinzuchtstamm einer untergarigen Bierhefe 
Weihenstephan R.). Als Einsaatmenge diente je '/,,ccem in voller Gaérung 
befindlicher Wiirze. Die Arbeitsteilung war so, daB der eine von uns den 
chemischen (Scharrer), der andere den biologischen Teil (Schwartz) be- 
arbeitete. 

C. Die Versuche. 


Tabelle V. 


Versuch 51. Jodwasserstoffsiure. Spez. Gew. 1,0282 








Erntegewicht 





Jodgehalt ee 
a) nach 3 Tagen b) nach 4 Tagen 


0 
0 & ~ 


Kontrolle 0,1189 0.1360 
0,000 005 0,1521 0.1252 
0,000 01 0,1233 0,1304 
0,000 05 0,1420 0,1313 
0,000 1 0,1259 0,1197 
0,001 0.1317 0,1198 
0,005 0,1399 0,1063 
0,01 0,1299 0.1311 
0,025 0,1355 0,1451 
0,05 0,1420 0,1068 
0,1 0,1825 0,1125 
0,25 0,0264 0,0120 
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Tabelle VI. 
Versuch 44. Kaliumjodid (vgl. Abb. 9). V 


Synthetische Nahrlésung: 


Monocalciumphosphat. . 0,25°%, nae © 

Dikaliumphosphat . . . 0,45°%, eee eee 

Magnesiumsulfat . . . . 0,21% Re: «+ hws eo ee 
Spez. Gew. = 1,0240/15°C. 


Die fertige Naihrlésung wurde kurz sterilisiert, dann filtriert und ab 
gefiillt. Nach erneutem Sterilisieren blieb sie klar. 








Erntegewicht 
Nr. Jodgehalt a) nach 3 Tagen b) nach 5 Tagen 
% 8 8 
0 Kontrolle 0,0215 I 0,0284 
2 0,000 005 0.0180 0.0268 
4 0,000 05 0.0177 0.0298 
6 0,000 5 0,0227 0,0288 
10 0.01 0.0180 0.0239 
14 0,05 0,0183 0.0300 
16 01 0,0215 0,0247 
20 0.5 0,0169 0,0216 
21 1.0 0.0183 0.0213 
23 2.0 0,0153 0,0171 
26 4,0 0.0101 0.0106 Ve 
28 6,0 0.0088 0.0094 
Tabelle VII. 
Versuch 8. Kaliumjodid (vgl. Abb. 1). Spez. Gew. = 1,0410/17°¢ 
Erntegewicht 
Nr. Jodgehalt a) nach 4 Tagen b) nach 12 Tagen 
° v0 2 & 
1 Kontrolle 0.1690 0.1246 
7 0,001 0.1838 0.1483 
14 0,05 0.1767 0,1332 
16 0,10 0.2124 0,1470 
20 0,50 0.1729 0,1560 
26 4.0 0,0708 0,0799 
32 8.0 0,0203 0,0495 


Nach AbschluB der b-Reihe, also nach 12 Tagen, ergab Aussaat 
jodfreie Wiirzegelatine, da8 iiberall noch lebende Hefezellen vorhanie: 
waren. Allerdings entstanden bei etwa gleicher Einsaat bei 26 und 32 
wesentlich weniger Kolonien. 





Jod als biogenes Element. XI. 


Tabelle VIII. 


Versuch 19. Natriumjodid (vgl. Abb. 10). Spez. Gew. = 1,0262/15°C. 





Erntegewicht 


Jodgehalt 


a) nach 3 Tagen b) n. 5'/, Tagen 


lo 8 & 


Kontrolle 0.1674 0.1669 
0,000 01 0.1745 0.1531 
0,000 1 0.1670 0.1567 
0.001 0.1750 0.1649 
0,01 0.1918 0,1440 
0.025 0.1715 
0,05 0.1768 0.1606 
01 0,1698 0.1441 
0.5 0.1588 0.1670 
21 1,0 0.1658 
23 2.0 0.1256 0.1562 
26 4.0 0.0351 0.1136 
98 6.0 — 0.0743 


Farbe der Wiirze bei 28 etwas dunkler. 


Tabelle 1X. 


Versuch 53. Ammoniumjodid (vgl. Abb. 3). Spez. Gew. = 1,0281/15°C. 





Erntegewicht 





Jodgehalt a) nach 3 Tagen b) nach 4 Tagen 


“10 ~ 8 


Kontrolle 0.1646 0.1546 
0,000 005 0.1769 0.1678 
0,000 01 0.1790 0,1506 
0.000 1 0.1759 0.1653 
0,001 0.1785 0.1625 
0.01 2252 0.1643 
0,05 Q25 0.1694 
01 0,1941 0,1715 
0,25 0,1910 0,1687 
0.5 0.1918 0,1699 
1,5 0.1856 0.1670 
2.0 0.1916 0.1598 
2.5 0,1728 0,1568 
3.0 0,1568 0,1388 
4.0 0,0762 0,1160 
5,0 — 0,0840 


bo 
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Tabelle X. 
Versuch 43. Rubidiumjodid (vgl. Abb. 12). 
Spez. Gew. = 1,0259/15°C. 
Erntegewicht 
Nr. Jodgehalt a) n. 31/, Tagen b) n. 4, Tagen 
s 8 ry 
0 Kontrolle 0.1849 0.1619 
2 0.000 005 0.1836 0.1706 
3 0,000 01 0.1827 0.1598 
4 0,000 05 01719 0.1668 
7 0,001 0.1980 0.1713 
9 0.005 0.1966 0.1842 
10 0.01 0.1816 0.1678 
14 0,05 0.1760 0.1776 
16 0,1 0,1857 0.1550 
19 0.25 0.1741 0.1404 
” 0.5 0.1455 
21 1.0 0,1298 0.1431 
22 1,5 0.0870 0.1166 
23 2.0 0,0748 0.1148 
24 25 0.0701 0.0834 
26 40 0.0155 0.0230 
Tabelle X1. Vers 
Versuch 36. Lithiumjodid (vgl. Abb. 11). 
Spez. Gew. 1,0269 15°C, 
d Erntegewicht 
Nr. Jodgebalt a) nach 3 Tagen b) nach 4 Tagen 
g 8 
0 Kontrolle 0.1611 0.1518 
2 0.000 005 0.1653 0.1692 
3 0,000 01 0.1434 0.1599 
4 0.000 05 0.1684 0.1520 
5 0,000 1 0.1841 0,1590 
6 0,000 5 0.1615 os 
7 0.001 - 0.1572 
9 0.005 0.1894 0.1733 
10 0.01 0.1550 0.1641 
14 0.05 06,1564 0.1667 
16 0.1 0.1571 0.1485 
19 0.25 0.1161 0.1085 
on 0.5 0.0111 0.0758 
21 1,0 0,0125 0,0248 
22 1.5 0.0079 0.0065 
23 2.0 0.0060 0,0029 


Am vierten Tage wurden von 21b und 23b Aussaaten auf Wirz 
gelatine gemacht. In beiden Fallen waren noch lebende Zellen vorhande' 
und ergaben normale Kolonien. 





Jod als biogenes Element. XI. 


Tabelle X11. 


ich 29. Caesiumjodid (vgl. Abb. 2). Spez. Gew. 1,0277 /15° C. 





Erntegewicht 


Jodgebalt a) nach 2 Tagen b) nach 3 Tagen 


~ 8 


Kontrolle _ 0.1536 
0.000 01 — 0.1892 
0.000 1 0.2025 0.1932 
0.001 0.2138 0.2077 
0.01 0.2066 0.2076 
0,05 0.1771 0.1747 
16 01 0.0635 0.1592 
19 0,25 0.0119 O.0105 
20 J 0.0121 0.0081 


21 1 0.0102 0.0075 


Die Wiirze hatte bei 21 eine etwas dunklere Farbe. 


Tabelle XIII. 


Versuch 50. Calciumjodid (vgl. Abb. 13). Spez. Gew. 1,0279 15° C. 





‘ Erntegewicht 


Jodgehalt 


a) nach 3 Tagen b) nach 5 Tagen 
2 & 


Kontrolle 0.2178 0,1593 
0.000 005 0.1873 0.1553 
0,000 01 0.1759 0.1720 
0,000 1 0.1996 0.1491 
0.001 0.1920 0.1571 
0.005 0.1893 0.1620 
0.01 0.2086 0,1759 
0.05 0.2110 0.1887 
01 0.2189 0.1809 
0.25 0.2191 0.1759 
O05 0.2195 0.1782 
1.0 0.2234 0.1879 
15 0.2127 0.1752 
2.0 0,2231 O88 
40 0.1183 0.1282 
5.0 0,0964 0.1321 
6.0 0.0713 0.0625 
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Tabelie XIV. 


Versuch 46. Magnesiumjodid (vgl. Abb. 14). Spez. Gew. 1,0374 15°( 





Erntegewicht 


Ne Jodgebalt a) nach 3 Tagen b) nach 5 Tagen 
& 8 
0) Kontrolle 0.2234 0.1987 
3 0.000 01 0.2049 0.1742 
5 0.000 1 0.1964 0.1847 
7 0,001 0.2091 0.1532 
10 001 0.1997 0.1691 
14 O05 0.2194 0.2026 
16 0,1 0.1992 O,1885 
20 OD 0.2000 0.1651 
21 1.0 0.2062 0.1805 
23 2,0 0.1612 0.1572 
25 30 0.1509 0.1285 
296 40 0.0967 0.1380 
12 5 0.0987 


Tabe lle XV. 


Versuch 18. Jodséure (vgl. Abb. 4). Spez. Gew. 1.0260, 15° ¢ 





Erntegewicht 


Nr Jodgehalt a) n. 2! , Tagen b) n. 3'/, Tagen 
8 & 
0 Kontrolle 0.1793 0.1733 
3 0.000 01 0.1863 0.1699 
4 0,000 05 0.1845 0.1699 
5 0,000 1 0.1937 0.1694 
7 0,001 0.1770 0.1716 
10 O01 O.1011 0.1064 
13 0.025 0.0149 0.0144 


Wiirze bei 13 etwas dunkler gefarbt. 


Tabelle X VI. 





Versuch 37. Kaliumjodat (vgl. Abb. 5). Spez. Gew. 1.0248 15° ¢ 
Erntegewicht 

Nr. Jodgehalt a) nach 3 Tagen b) nach 5 Tagen 
& g 

0 Kontrolle 0.1954 0.1742 

2 0,000 005 *) 0.2138 

3 0,000 01 mi) 0.2125 

4 0,000 05 0.1528 - 

5 0,000 1 0.1767 - 

7 0,001 0.1862 0.2277 

3) 0,005 0.0022 0.00380 


*) Filtrat tribe. 





Jod als biogenes Element. XI. 


Tabelle XVII. 


Versuch 16. Kaliumbijodat (vgl. Abb. 15). 


Spez. Gew. 1,0256/15° C. 





Erntegewicht 


Jodgehalt a) nach 3 Tagen b) nach 5 Tagen 


& s 
0 Kontrolle 0.1741 
3 0.000 O1 0.1908 0.1700 
4 0,000 05 0.1780 0.1822 
5 0,000 1 0.1778 O1718 
7 0,001 0.1812 0.1779 
10 0.01 0.0545 * 0.0561 
13 0.025 0.0062 0.0155 


*) Filtrat triibe. 


Tabelle XVIII. 


Versuch 20. Natriumjodat (vgl. Abb. 18). 


Spez. Gew. 1,0264 15°C, 





Erntegewicht 


Jodgehalt a) nach 3 Tagen b) nach 4 Tagen 


s & 
Kontrolle 0.1958 0,1467 
0.000 01 0.1820 0.1629 
0.000 1 0.1834 0.1262 
0.001 0.1598 0.0363 
0.01 0.0521 0.0095 
0.05 0.0136 0.0082 


Tabelle XIX. 


Versuch 55. Rubidiumjodat (vgl. Abb. 16). 
Spez. Gew. 1,0280, 15° C. 





Erntegewicht 


Jodgehalt a) nach 3 Tagen b) nach 4 Tagen 


& 


Kontrolle 0.2014 0.1780 
0.000 005 0.1776 0.1678 
0.000 01 0.1898 0.1663 
0.000 05 0.1861 0.1627 
0,000 1 0.1795 0.1846 
0.001 0.1844 0.1799 
0.005 0.2085 0.1830 
0.01 0.1959 0.1090 
0.025 0.0069 0.0830 
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Tabelle XX. 
Versuch 28. Calciumjodat (vgl. Abb. 6). Spez. Gew. = 1,0270 |59( Vers 
Erntegewicht 
Nr. Jodgehalt a) n. 1!/p Tagen | b) n. 2/5 Tagen 
%o & - 
0 Kontrolle 01011 0.1790 
3 0,000 01 0.1105 0,1925 
4 0,000 05 0.1085 0.1800 
5 0,000 1 0.1058 0.1800 
7 0,001 0.1088 0.1557 
10 0.01 0.0173 0.0139 
14 0,05 — 0.0138 
Von 0,1% an bleibt ungeléster Bodensatz. 
Tabelle XX1. _ 
none 
Versuch 41. Perjodsiure. Spez. Gew. = 1,0256/15° C. sftu 
Erntegewicht die 1 
— - y s 1 
Nr. Jodgebalt a) nach 2 Tagen b) nach 3 Tagen Au 
& - ay d 
er | 
0 Kontrolle 0.1453 0.1597 Maxi 
1 0,000 001 0.1381 0.1712 entsp 
2 0,000 005 0.1660 0.1904 ‘al : 
3 9,000 01 0.1806 0.1628 Raliv 
\ 4 0,000 05 —*) 0.1784 Jodsi 
5 0,000 1 0.1568 0,1798 einzel 
7 0,001 (1854 0.1756 
4 0,005 0.1692 0.1836 quelle 
10 0,01 0.0870 0.1135 
*) Filtrat tribe. mane 
werde 
Tabelle XXII. ler | 
Versuch 47!!, Kaliumperjodat (vgl. Abb. 17). Spez. Gew. 1,0272 /15° | d.h. 
ind 
ae nti 
Nr. Jodgehalt a) nach 3 Tagen b) nach 4 Tagen Ausn 
%o 8 8 hohuy 
- ] 
0 Kontrolle 0.1542 0.1529 
2 0,000 005 0.1741 0.1605 I 
3 0,000 01 0.1537 0.1504 und | 
4 0,000 05 0.1512 0.1386 ir 
5 0,000 1 0.1432 0,1519 rate 
7 0,001 0,1568 0,1458 gewic 
9 0,005 0.1636 0.1659 
10 0,01 0.1749 0.1551 ; 
14 0,05 0,0043 0,0095 





Jod als biogenes Element. XI. 


Tabelle XXIII. 


vatriumperjodat (vgl. Abb. 19). Spez. Gew. 1,0263 15° C. 





Erntegewicht 


— — 


a) nach 3 Tagen a) nach 5 Tagen 


Jodgehalt 


- 8 


Kontrolle 0.1563 0.1411 
0,000 01 0.1473 0.1315 
0.000 1 O1561 0,1328 
0.001 0.1324 0,1195 
0.01 0,1659 01281 


=. 


0,05 0.0741 0.0555 
01 - (90,0525) 


Im allgemeinen ist zu den angegebenen Tabellen und Abbildungen') 
folgendes zu bemerken: Fast iiberall beobachteten wir neben der bei 
jiheren Konzentrationen einsetzenden vélligen Hemmung oder Ver- 
giftung bei niederen Konzentrationen eine ausgesprochene Reizwirkung, 
die in einem Ansteigen der Erntegewichte tiber die Kontrolle zum 
Ausdruck kommt. Der ideale Kurvenverlauf ware also so, daB zunachst 
bei den niedersten Konzentrationen ein Anstieg bis zu einem je nach 
ler Giftigkeit der betreffenden Verbindung verschieden gelegenem 
Maximum einsetzt, und da8 dann ein mehr oder weniger steiler Absturz 
entsprechend der zunehmenden Giftwirkung folgt. Wir verweisen auf 
Kaliumjodid (Abb. 1), Caesiumjodid (Abb. 2), Ammoniumjodid (Abb. 3), 
Jodsiure (Abb. 4), Kaliumjodat (Abb. 5), Caleciumjodat (Abb. 6). Im 
enmzelnen treten jedoch haufig Abweichungen auf, da kleine Fehler- 
quellen bei solchen Versuchen schwer zu vermeiden sind, 

Den Erscheinungen der Stimulation ist in den letzten Jahren von 
mancher Seite eine tibertriebene Bedeutung zugemessen worden. Wir 
werden uns im vorliegenden Falle zu fragen haben, ob die ,,Stimulation* 
der Vermehrungstatigkeit nur eine Funktion der Versuchsdauer ist, 
dh. ob infolge verschiedener Vermehrungsgeschwindigkeit in jodfreier 
und jodhaltiger Wiirze die Erhéhung des Erntegewichts nur vor- 
getiuscht wird, oder ob etwa bei Jodzusatz tatsichlich eine bessere 
Ausnutzung der gegebenen Niahrstoffmengen zu einer absoluten Er- 
hohung des Erntegewichts gegeniiber den Kontrollen fihrt. 

Dariiber gibt folgender Versuch AufschluB: 

In je acht Wiirzekélbchen ohne Jodzusatz, mit 0,0001, 0,01, 3 
wud 6.5% Jod in Form von Jodkalium wurde am ersten, zweiten, 
dritten und vierten Tage nach Zusatz der giirenden Hefe das Ernte- 
gewicht bestimmt. Das Ergebnis zeigt Tabelle XXIV 


') Die Abbildungen befinden sich am SchluB der Arbeit. 
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Tabelle XXIV. Zu 





Mittleres Erntegewicht nach 


Jodgehalt : 
1 Tag 2 Tagen 3 Tagen 4 Tage we 
g 8 & - etzt 
Kontrolle 0,0520 0.1456 0.1733 01652 
0.0001 0,0484 0.1314 0.1717 0.1427 ; 
0.01 0.0507 O1A61L0 0.1656 O1504 ~ 
3 0.0526 0.1104 0.1469 11,1262 
6.5 0.0179 0.0554 0.0595 0.0569 aa 
Noch deutlicher geht aus der graphischen Darstellung (Ab) 7 sbhe 


hervor, daB bei Beriicksichtigung der ganzen Versuchsdauer nirgends J allen 
das ,,maximale Erntegewicht“!) der Kontrolle .,Ohne Jodzusatz" J 

iibertroffen wird. Dasselbe Ergebnis erhielten wir bei einem Versuc! 

mit Kaliumjodat (Abb. 8)?). Demnach scheint also der Jodzusatz nur J jetri 
auf die Vermehrungsgeschwindigkeit zu wirken. Auffallig ist es, daf JJ hej , 
in dem Jodkaliumversuch in allen Konzentrationen das maximale fin di 
Erntegewicht am dritten Tage erreicht wurde. Eine Stellungnahme & y\so 

zu Ludwigs (5) Versuchen iiber das Bestehen einer asymmetrischen, J wird 
mehrgipfligen Wachstumskurve ist natiirlich nicht méglich, da_hierzu § sehti 
die Intervalle wesentlich enger liegen miiBten. Manche Unregelmabig- @ Kont 
keiten im Kurvenverlauf lieBen sich indessen vielleicht damit erklaren, J \jhr 
da8 fiir einzelne Kélbchen bei VersuchsabschluB gerade eine solche IJ weg , 


Vermehrungsdepression bestand. Vahrl 
In der Pflanzenphysiologie ist die Tatsache, daB die Wirkung einerfff Maliu 
chemischen Verbindung in Abhangigkeit von ihrer Konzentration ganz I 
entgegengesetzt sein kann, bereits seit langem bekannt. Schon Rauwlin (6), Pflan 
ai ae A . - “2 — : tlan: 

Loew (7) und Nédgeli (8) haben die anreizende Wirkung von Giftstoffen 
Insert 


geringsten Konzentrationen beobachtet; Ndgeli hat sie als ,,oligodynamisc! 
Wirkung“ bezeichnet. Seitdem sind in zahlreichen Arbeiten mit den ver-§§ Jodge 
schiedensten pflanzlichen Organismen und chemischen Verbindungen dif da8 sj 


Angaben der genannten Forscher immer wieder bestétigt worden. So ist halb 
es nicht weiter verwunderlich, da8B auch die Jodverbindungen — wie es fall 
z. B. fiir Jod und Jodkalium auch H. Schulz (9) erwahnt hat hier ¢ 


von keine Ausnahme machen. Teilweise ist diese Wirkung allerdingsg§™e 8) 


auch durch die Kationen mitbedingt. In der Biochemie und Medizin werden] wenign 
diese Erscheinungen als ,,Arndt-Schulzsches Gesetz — bezeichuet Hf Vergy, 
R. Arndt (10) hat ihm zuerst im Jahre 1885 folgende Fassung gegebe: Stoffy 


Je 
1) Diese ,,maximalen Erntegewichte’* kénnen natiirlich bei eine Pit 
KANT 


24stiindigen Intervall nur durch Zutfall die tatsdéchlichen maximalen Wert Tabelle 
° . - . > ° ° ” 

treffen! — An sich wire diese Art der Versuchsanstellung der im tibrige! 

angewendeten vorzuziehen, weil sie einen genaueren Einblick in den (Gat 


der Vermehrung gibt. Der erforderliche Mehraufwand an Zeit und Materia % 
lieB jedoch eine Durchfiihrung in gréBerem Mafstab nicht zu. *) 
auch a 


2) Alkohol als begrenzender Faktor kommt dabei nicht in Frag: 
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en wesentlichsten Eigenschaften des Protoplasmas gehért seine Reiz- 
die sich in gréBerer oder geringerer Beweglichkeit, wenn auch 
iner kleinsten Bestandteile untereinander, zu erkennen gibt. Und in 
Beziehung gilt nun durchaus: Schwache Reizé fachen sie an, mittel- 
beschleunigen sie, starke hemmen und stdrkste heben sie auf. Diesen 
en Satz hat Arndt spaiter mit dem Namen ,,Biologisches Grundgesetz* 
ezeichnet. Belege dafiir erbrachte dann H. Schulz (11). Ohne auf die 
ere Entwicklung einzugehen, sei nur auf die Stellungnahme A. Biers (12) 
gewiesen, der den Wert der Arndt-Schulzschen Betrachtungen nicht 
wer allgemeinen Aufstellung als ,,Gesetz‘‘, wohl aber als ,,Regel* 
ten lassen will. 
Die Beweiskraft der Schulzschen Versuche wird auf Grund von exakten 
rsuchen tiber Gaérung und Atmung der Hefe [Zeller (3), Meier (13)] 


\¢ 


ebhaft bestritten(15). Immerhin scheinen viele Tatsachen auch aus der 
aligemeinen Physiologie und Pathologie fiir das Bestehen einer solchen 
Bezichung zu sprechen. 


Was die Wirkung des Jods auf die Vermehrungstatigkeit der Hefe 
\etrifft, so fassen wir nochmals kurz zusammen, da8 hier tatsachlich 
ei niederen Konzentrationen eine ,,Anfachung der Lebenstitigkeit* 
n der rascheren Vermehrung zum Ausdruck kommt. Darin liegt 
so eine Bestaétigung der Arndt-Schulzschen Regel. Eingeschrankt 
wird sie dadurch, daB die tatsichlichen maximalen Ernten bei Beriick- 
‘ichtigung des Zeitfaktors auch unter Jodwirkung nicht tiber die 
Kontrollernten hinausgehen. Bei Verwendung einer synthetischen 
Nahrlésung') liegen die Erntegewichte wesentlich niedriger, und durch- 
weg geht die Vermehrung langsamer vor sich. Der Jodgehalt dieser 
Nahrlésung betrug nur 0,7 y-%. Auch bei Zusatz geringer Mengen 
Kaliumjodid (Abb. 9) anderte sich das Verhalten nicht. 

In Stoklasas (4) Versuchen wuchsen, wie schon erwahnt, die 
Pflanzen in ,,jodfreiem‘ Substrat schlechter als bei Jodzusatz. In 
mserem Falle betrug im giinstigen Nahrmedium (Wiirze) der natiirliche 
Jodgehalt 0,9 bis 1,5 y-°%%. Diese Menge ist so verschwindend klein, 
dab sie wohl sogar fiir héher empfindliche tierische Organismen unter- 
halb der Wirkungsschwelle liegen diirfte. Durch Jodzusatz war besten- 
falls eine Beschleunigung der Vermehrungsgeschwindigkeit zu erzielen, 
wie sie auch durch Zusatz anderer Gifte erreicht werden kann. In der 
weniger giinstigen, synthetischen Nahrlésung blieb innerhalb der 
Versuchsdauer auch dieser Effekt aus. Demnach scheint dem Jod im 
S‘toffwechsel der Hefe keine wesentliche Bedeutung zuzukommen. 

Jedoch findet, wie dies auch bei anderen pflanzlichen Organismen 
bekannt ist, in der Hefe eine Jodspeicherung statt. Die Zahlen der 
Tabelle XXV geben dariiber AufschluB ®). 


1) Zusammensetzung siehe Tabelle VI. 
*) Fiir Mitarbeit bei den Analysen danken wir Herrn Dr. J. Schwaibold 
uch an dieser Stelle. 
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Tabelle XXV. 








Jodgeha!: 
Nahrsubstrat geimpft Trockens a 
Ne MEE Troplen,——Rehandlung der Hote fevHshh der Hefei le 
garender Wurze substanz) weseer 
& ye? 
1 1000 eem Wirze mit Abfiltriert und mit | 
09°, Jod (natir- dest. Wasser auf der 2.67 34 
licher Jodgehalt) Nutsche ausgewasch. 
. Abfiltriert und durch 
2 000 ee ze . Saas 
_ L = -e Wiarze { 2-stiindiges Schitteln 9: ~ 
mit 0,004 O09 o dod in dest. Wasser aus- 2.34 10% 
als KJ | gewaschen 
a) Abfiltriert 
und viermal durch | 
Schiitteln in kaltem 2,46 81(?) 
3 2000 cem Wiirze mit bagi oa 
0.5%, Jod als K. a 
9% Jod als KJ b) Abfiltriert 
und yviermal durch oT oc 
; . 28 33 2 
Schiattela in Wasser 4 138 7 
von 55°C ausgewasch. 
4 (4000 cem Wirze mit { a) wie bei 3a 4,00 340 2 
2.5% Jod als KJ | b) wie bei 3b 3,01 140 1,1 


Spezifisches Gewicht der Wiirze iiberall 1,0339 (15° C). 


Bei den hohen Konizentrationen gelang es nicht, das Waschwasse: 
vollig jodfrei zu bekommen. Besonders auffallig ist die Abnahme des Jod 
gehalts der Hefe beim Waschen mit warmem Wasser. Es scheint, dab ei 
Teil des Jods nur locker gebunden ist und bereits durch diese Behandlungs 
weise herausgelést wird. Weitere Versuche sollen Aufklérung iiber die Ar 
der Jodbindung in der Hefe geben. 

Wir setzen nun die Betrachtung der Kurven fort. Wie schon 
erwahnt, erfolgte jeder Versuch in zwei parallelen Reihen (a- uni 
b-Reihe), die mit 1 oder 2 Tagen Zwischenraum geerntet wurden 
Neben der Vermehrungsgeschwindigkeit beeinfluBt besonders das 
Einsetzen der Autolyse das gegenseitige Verhaltnis beider Kurven 


Das vorhandene Material laBt sich vorlaufig in drei Gruppen 
ordnen: 


a) Anfangs verliuft die b-Kurve unter der a-Kurve, bei héheren 
Jodkonzentrationen, in denen die Giftwirkung bereits in Erscheinung 
tritt, erfolgt eine Uberkreuzung. Bei geringem Jodgehalt findet die 
Vermehrung wie bei der Kontrolle sehr rasch ihren AbschluB, dann 
setzt die Autolyse ein und bewirkt bei 6 bereits wieder eine Abnahm 
der Ernten. Bei héheren Jodkonzentrationen ist die Sprossung ver 
langsamt, halt dafiir aber linger an, so daB 6 gegeniiber a noch eine 
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Zunshme zeigt. Diesem Typ folgt die Mehrzahl der gepriiften Jod- 
verbindungen. Er findet sie bei den Jodiden des Kaliums (Abb. 1), 
Natrcums (Abb. 10), Ammoniums (Abb.3), Lithiums (Abb. 11), 
(Caesiums (Abb. 2), Rubidiums (Abb. 12), Calciums (Abb. 13) und 
Magnesiums (Abb. 14), ferner beim Rubidiumjodat (Abb. 15) und bei 
ler Perjodsiure (Tabelle XX1); beim Kaliumbijodat (Abb. 16) und 
Kaliumperjodat (Abb. 17) erreicht die Uberkreuzung geringe Werte. 
Unsicher bleibt die Zugehérigkeit von Jodwasserstoffséure (Tabelle V), 
lodsaure (Abb. 4) und Natriumperjodat (Abb. 18). 

b) Bei Natriumjodat (Abb. 19) verliuft die b-Kurve dauernd 
mter der a-Kurve. Eine Verzégerung der SproBtatigkeit scheint also 
ich bei den héheren Konzentrationen nicht zu erfolgen. 

c) Im Gegensatz dazu liegt bei Kaliumjodat (Abb. 5) die b-Kurve 
» ihrem ganzen Verlauf iiber der a-Kurve und bringt damit an- 
vheinend eine starke Verzégerung der Vermehrungstiatigkeit zum 
\usdruck. Der Kontrollwert der a-Reihe lag mit etwa 195 mg allein 
iber 6 (Tabelle X V1), wie es ja auch erwartet werden muBte. Es mag 
edoch erwahnt werden, daB das Verhalten verschiedener K J O,-Reihen 
uicht véllig iibereinstimmte, ebenso ist es auch noch unsicher, ob 
(aleiumjodat zu dieser Gruppe gehért, da in dem wiedergegebenen 
Versuch (Abb. 6) die Versuchsdauer bei der a-Reihe nur 1}, Tage betrug. 

Die Giftigkeit des Jods steht in Beziehung zu seiner chemischen 
Bindung. Nach zunehmender Giftigkeit geordnet, erhalten wir folgende 


\nionenreihe: 
J’< IO, < JO. 


Innerhalb dieser Gruppen macht sich der EinfluB der Kationen 
etwa in folgender Weise geltend: 
Jodide: K' < Na < NH, < Rb < Li < Cs, 
Ca < Mg” 


g entspricht etwa NH,, Ca’ steht zwischen K’ und Na. 


Jodate: Na < Rb <K. 
‘steht zwischen Rb und K’. 


Perjodate: Na < K. 
Kaliumjodat weicht stark vom Bijodat ab, das weniger giftig ist. Kalium- 
jodid hat von allen gepriiften Verbindungen bei héheren Konzentrationen 
lie geringste Giftwirkung. Noch bei 8% Jod = 10,46°, Kaliumjodid 
rfolgte deutliche Vermehrung, die vergorene Wiirze enthielt noch 
ch 12 Tagen lebende Hefezellen. 


Theoretisch ist zu erwarten, daB die entquellend wirkenden Kationen 
ne geringere Giftwirkung als die stark quellenden zeigen; so gibt auch 
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Kaho (14) nachstehende Reihe der abnehmenden Giftwirkung, 
Permeabilitatsreihe entspricht : 
K’ > Na > Mg > Ba > Ca’. 
In unserem Falle sind unter dem Einflu8 von Konzentrati: 
Reaktion Ubergangsreihen entstanden, teilweise hat auch eine Umke! 
normalen Reihen stattgefunden. 


D. Zusammenfassung, 


1. Anorganisch gebundenes Jod wirkt in geringen Konzentrat jone; 


beschleunigend auf die Vermehrungstatigkeit der Hefe. 


. 


2. Eine Stimulation im Sinne einer tatsachlichen Erhéhuny <p. 


maximalen Erntegewichts war dagegen nicht nachweisbar. 


3. Die Hefe ist imstande, Jod zu speichern. Ein Teil des Jods 


scheint nur in lockerer Bindung festgehalten zu werden. 


4. Nach den bisherigen Versuchen kommt dem Jod keine wesen 


liche Bedeutung fiir den Stoffwechsel der Hefe zu. 


E. Abbildungen. 
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Abb.1. Versuch 8: Kaliumjodid. a nach 4, » nach 12 Tagen. 
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I 
745 7 0 7365 - 
Abb. 4. Abb. 5. 
Versuch 18: Jodsaure. Versuch 37: Kaliumjodat. Versuch 28: Calciumjodat. 
nach 2'/g, bnach 31/, Tagen. a nach 3, 6 nach 5 Tagen. a nach I'/», bmach 2'/» Tagen. 
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Abb.8. Versuch 56: Kaliumjodat 
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Abb. 7. Versuch 42: Kaliumjodid. Abb. 9. 

— Kontrolle. —---— 0,0001°/» Jod. Versuch 44: Kaliumjodid (synthetische Nahriésg.). 
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Abb. 10. Versuch 19: Natriumjodid. a nach 3, b nach 5!/, Tagen. 
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Abb. 11. Versuch 3%: Lithiumjodid 
a nich 3, b-nach 4 Tagen 
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Abb.12. Versuch 43: Rubidiumjodid 
a nach 3!/9, b nach 4!/, Tagen 
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Abb. 13. Versuch 50: Calciumjodid. 
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Abb. 14. Versuch 46: Magnesiumjodid. a nach 3, } nach 4;Tagen. 
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Abb. 15. Abb. 16. Abb. 17. 
Versuch 55: Rubidiumjodat. Versuch 16: Kaliumbijodat. Versuch 47!!: Kaliumperjodat. 
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Abb. 18. Abb. 19. 
Versuch 22: Natriumperjodat. Versuch 20: Natriumjodat. 
a nach 3, } nach 5 Tagen. a nach 3, b nach 4 Tagen. 
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Milchsiure in Phanerogamen. 


Von 
G. B. van Kampen. 


(Aus der Reichslandwirtschaftlichen Versuchsstation zu Wageningen, 
Holland.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1927.) 


Neuerdings hat Prof. Dr. A. J. Kluyver in Delft (Holland) meine 
Aufmerksamkeit auf die interessanten Untersuchungen C. Neuhergs 
und seiner Mitarbeiter iiber das Vermégen tierischer und pflanzlicher 
Gewebe, aus Methylglyoxal Milchsiure zu bilden’), gelenkt. 

Diesen Untersuchungen zufelge ist es kein Zweifel, daB dieser 
Vorgang als ein enzymatischer zu betrachten ist. Das in Rede stehende 
Ferment ist von Newberg mit dem Namen Ketonaldehydmutase belegt 

Nachdem in Bakterien und noch friiher in tierischen Geweben dic 
Ketonaldehydmutase aufgefunden worden war, haben Neuberg und 
Mitarbeiter!) ihre Untersuchungen auf Phanerogamen (Erbsen, Puff- 
bohnen und Lupinen) und in letzter Zeit auch auf Hefen und Trocken- 
hefe ausgedehnt. 

Bemerkenswerterweise konnte in jenen Samen und Mikroben 
das milchséurebildende Ferment in reichlicher Menge ermittelt werden 

Seit mehr als einem Jahrzehnt hat also Newberg die Ansicht ver- 
treten, daB die Milchsiure als Stabilisierungsprodukt des Methyl. 
glyoxals anzusprechen ist. Ohne Zweifel ist es ein wichtiges Problem 
wie Neuberg sagt, ,,ob in der ganzen belebten Natur eine einheitliche 
Bedeutung der Milchséiure zur Geltung kommt und ob ihr haupt- 
séchlicher Bildungsmechanismus iiberall als dhnlich vorausgesetzt 
werden darf*. 

Das Vorkommen der Ketonaldehydmutase darf wenigstens nahezu 
als omnizellular gelten. 


1) C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 171, 475, 1926; 173, 358, 1920. 
C. Neuberg und M. Kobel, ebendaselbst 182, 470, 1927. 
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Bei diesen Ergebnissen der erwahnten Untersuchungen kann 
man sich mit Neuberg lediglich iiber die Tatsache wundern, daB bisher 
die Milechsdure selbst nur sporadisch in der héher organisierten Pflanzen- 
welt aufgefunden worden ist, und ferner dariiber, daB ,,selbst fiir das 
bloBe Vorkommen von Milchséure bei griinen Pflanzen nur diirftige 
und unsichere Unterlagen vorhanden sind“. 

Gelegentlich meiner eigenen Untersuchungen iiber die chemische 
Zusammensetzung giftiger Bucheckernkuchen') habe ich gefunden, 
daB in den Bucheckern eine reichliche Menge racemischer Milchsaure 
vorkommt, und zwar in Form des Magnesiumsalzes, Mg (C,H, 0,), 
| 3 H,O, und ich machte auch damals auf die wenigen Daten in der 
Literatur tiber die Verbreitung der Milchséure in den Pflanzen auf- 
merksam. Nachher habe ich die Milchsiure, und zwar ebenfalls in 
racemischer Form, aufgefunden in Baumwollsamenmehl! und in extra- 
hiertem Sojamehl®), aus welchem Befund hervorgeht, daB tatsichlich 
die Milchsaure allgemeiner verbreitet ist, als bisher bekannt gewesen ist. 

Die Untersuchung der beiden oben genannten Mehle war veranlaBt 
durch die Tatsache, daB nach der Verfiitterung sich Krankheits- 
erscheinungen beim Vieh einstellten, und zwar im Falle des Sojamehls 
durch das Auftreten der in Deutschland wohlbekannten Diirener 
Krankheit. 

Beachtenswert ist gewi8, daB auch im Sojamehl die Milchsaéure 
als Magnesiumsalz vorkommt. 

Die Analyse des gereinigten und aus Wasser umkristallisierten 
Salzes, das aus den wasserigen Extrakten des Sojamehls isoliert wurde, 
gab folgende Resultate, welche recht gut mit den berechneten Werten 
stimmen: 

Mg(C,H,0,), + 3H,O. Ber.: H,O 21,06% MgO 15,72%; 
gef.: H,O 21,03% MgO 15,71%. 

Langere Zeit habe ich mich vergeblich bemiiht, festzustellen, in 
welcher Form sich die Milchséure in den Baumwollsamen vorfindet. 
Die wasserigen Extrakte des Baumwollsamenmehls, die ich nach 
teinigung mit Bleiacetat und Fallung des Bleiiiberschusses mit Schwefel- 
wasserstoff erhielt, wurden naimlich beim Eindampfen in hohem MaBe 
viskés, und es gelang mir nicht, dieselben zur Kristallisation zu bringen. 
AuBerdem war ein Teil des Bleisulfids kolloidal in Lésung geblieben. 
Wurde aber die Lésung mit einem gleichen Volumen 96 %,igen Alkohols 
versetzt, so hatte sich nach langerem Stehen aus derselben eine dunkle 


1) Inauguraldissertation Delft 1925, S. 47f. 
2) G. B. van Kampen, Verslagen van landbouwkundige onderzoekingen 
der Rykslandbouwproefstations 1926, Nr. 31. 
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Kristallmasse abgeschieden, welche nach Aufstreichen auf einer por: 
Platte viele weiBe Kristallkérner zeigte. 

Mikrochemisch hatten diese Kristalle eine sehr groBe Ahnlich| 
mit dem Magnesiumlactat aus dem Sojamehl. Bisher habe ich dic 
aus Wasser umkristallisierte Verbindung nur einer qualitativen Priifing 
unterwerfen kénnen. Die Asche gab eine starke Mg-Reaktion. [iy 
Teil der Lésung des Salzes mit verdiinnter Schwefelsiure angesiwert 
und mit Ather ausgeschiittelt, hinterlaBt nach Abdampfen des Athers 
einen farblosen, sirupésen Riickstand, der mit Kobaltacetat und mit 
Zinkearbonat schéne mikrochemische Milchsaurereaktionen liefert. 

Obgleich ich noch nicht tiber quantitative Beleganalysen verfiige 
erscheint es mir auBer Zweifel, daB auch in den Baumwollsamen (ic 
Milchsiure sich als Magnesiumsalz, Mg(C,H,;O,), + 3 H,O, vorfindet 
Es zeigt sich also eine bemerkenswerte Analogie in der Bindungsform 
der Milchséure in Bucheckern, Sojabohnen und Baumwollsamen. 

Schon weit friiher hat Habermann') bei Tausendgiildenkraut 
(Erythraea Centaurium) die Anwesenheit von Milchsaéure ebenfalls in 
Form des Magnesiumsalzes beobachtet. 

Ich behalte mir vor, weitere Olsamen, deren PreB- oder Extraktions. 
riickstande fiir Viehfiitterungszwecke Anwendung finden, auf die 
Anwesenheit von Milchsaure zu priifen. Weiter ware es in hohem Mabe 
interessant, zu ermitteln, ob in den oben genannten Samen auch das 
Stoffwechselferment Ketonaldehydmutase vorkommt, um iiber den 
Bildungsmechanismus der in den Olsamen aufgespeicherten Milchsiure 
nihere Auskunft zu erhalten. 





1) Chem.-Ztg. 30, 40, 1906, 
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Uber das Vitamin C im frischen Grase 
(Lolium perenne; englisches Raigras) und iiber das Gewicht 
verschiedener Organe beim Skorbut. 


Von 
E. Brouwer. 


(Aus der physiologischen Abteilung des Rijkslandbouwproefstations in 
Hoorn, Holland.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1927.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Durch Versuche mit einsiliertem Grase aus drei Gruben wurden 
wir schon vor einigen Jahren davon tiberzeugt, daB das hollandische 
einsilierte Gras, das fast ohne Ausnahme in untiefen, unbekleideten 
Gruben oder in Diemen auf flachem Boden konserviert wird, wenig 
Vitamin C enthalt'). Nachher haben wir den Versuch noch mehrere 
Male wiederholt; immer mit demselben Erfolg. Im Winter sind also 
andere Futtermittel (Riiben und Ahnliche) wahrscheinlich besser als 
Grassilage dazu geeignet, eine vitamin-C-reiche Milch zu erzeugen. 

Nun nimmt man allgemein an, daB frische, griine Pflanzenteile 
(also auch das frische Gras) viel Vitamin C enthalten. Bei dem Durch- 
sehen der Literatur zeigte es sich, daB das Gras noch sehr wenig unter- 
sucht worden ist, obwohl in vielen Landern kein anderes Futtermittel 
in solechen groBen Mengen wie das Gras benutzt wird. Wir fanden 
nimlich nur eine Angabe: nach Vedder®) geniige 5g griines Gras pro 
Tag, um bei Meerschweinchen Skorbut vorzubeugen. Es schien uns 
wichtig, diese Angabe bei einer der in Holland wachsenden Grasarten 
nachzupriifen, weil der Vitamingehalt eines Futtermittels, je nach 
den Umstanden, sehr verschieden sein kann (Gegend, Klima, Jahreszeit 
und viele andere Faktoren). Zu gleicher Zeit wire dann die Frage be- 
antwortet, ob bei der Einsilierung eine erhebliche Vernichtung des 
Vitamins stattfinde oder nicht. 


1) Siehe vorlaufige Mitteilung in ,,Verslag over het jaar 1924 der 
Vereeniging tot exploitatie eener Proefzuivelboerderij te Hoorn". 

2) Vedder, Military. Surg. 49, 133, 502, 1921 (referiert nach: Experiment 
Station Record 48, 865, 1923). 
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Technik. 


Als Versuchstiere wurden Meerschweinchen benutzt. Nun habe 
Versuche mit diesen Tieren eigentiimliche Schwierigkeiten. Denn ersten: 
sind die Tiere in ihrer Nahrung ziemlich wahlerisch und zweitens ist die Za) 
der Jungen in einem Wurfe ziemlich klein; meistens nur zwei, bisweiley, 
ein oder drei; selten vier oder fiinf. Fiir einen Versuch mit z. B. acht Ver. 
suchstieren braucht man also meistens alle Tiere von vier Wiirfen: das 
Versuchsmaterial ist also nicht ganz gleichartig. Um den Fehlern, die dad\ire} 
vielleicht entstehen kénnten, vorzubeugen, wurden (ausgenommen in einen 
ersten orientierenden Versuch) die Experimente in der Weise ausgefiihrt, 
daB aus jedem Wurfe eines der beiden Tiere nur das Grundfutter (abgewogern: 
Mengen!) bekam, wahrend das andere auBerdem noch eine gewisse Meng 
frisches englisches Raigras erhielt. Der groBe Versuch mit acht Mee; 
schweinchen wurde also in vier kleinere mit je zwei Tieren  verteil: 
Auch im weiteren Verlauf des Versuchs wurde an dieser Verteilung fest 
gehalten. Wenn es z. B. nétig war, das Grundfutter von einem der Tier 
(z. B. durch geringen Appetit) etwas zu andern, so wurde immer bei dem 
zweiten Tiere dieselbe Anderung angebracht. Es hat sich in solchen Fallen 
nicht praktisch gezeigt, auch bei den anderen Paaren das Futter in derselben 
Weise zu aindern. Bei einer gréBeren Zahl von Versuchstieren gibt es 
namlich oft eins, das schlecht friBt. Wenn das der Fall war, so wurde dafiir 
gesorgt, dali auch das zweite Tier dieses Paares weniger Futter empfing; 
und damit wurde fortgefahren, bis eine Besserung des Appetits eintrat oder, 
wenn das nicht der Fall war, bis der Versuch mit diesem Paare abgebrochen 
werden muBte. Unter diesen Umstainden war es natiirlich ein Vorteil, daf 
die Unterversuche mit den anderen Paaren ungestért fortgesetzt werde: 
konnten. 

Allmihlich, als wir die Eigentiimlichkeiten der Versuchstiere besse1 
kennenlernten,. ist das Abbrechen der Versuche, wie oben gemeint, seltene: 
geworden; aber es hat doch nicht ganz aufgehért. Es ist unsere Erfahrung, 
daB Meerschweinchen gewisse Futtermittel schlecht fressen, wenn sie nicht 
daran gewéhnt sind, und diese Gewéhnung gelingt desto schlechter, je 
nachdem die Tiere alter werden. Das ist einer der Griinde, daB bei den 
spateren Versuchen Tiere von nur 200 bis 300 g genommen wurden, die wi! 
in einer ,,Vorperiode“ zuerst an das Futter gewéhnten. 

Die Verhiltnisse waren auch in anderen Hinsichten fiir beide Tiere 
jeden Paares genau dieselben; nur das zu untersuchende Gras bildete die 
einzige Ausnahme. Jeden Morgen wurden die Tiere gewogen, ebenso dix 
Nahrungsriickstainde des vorigen Tages und die frischen Rationen. Jedes 
Versuchstier befand sich ganz allein in einem Kafig von galvanisierten 
Eisendraht (Maschenweite lem). Auch der Boden bestand aus diesen 
Material, so daB die Exkremente sogleich aus dem Bereich der Versuchs- 
tiere kamen, wodurch Koprophagie ausgeschlossen war. 

Die Tiere, welche nicht an Skorbut starben, wurden mit Chloroform 
getétet. Immer wurde die Obduktion gemacht, und mehrere Organe wurde: 
makroskopisch und mikroskopisch untersucht. 


Versuche mit frischem Gras (Lolium perenne). 


Wie gesagt, machten wir zunachst einen orientierenden Versuch 
Zwei Meerschweinchen (bei diesem ersten Versuch keine Kontrollticre 
bekamen Hafer und autoklavisierte Milch (1 Stunde bei 120°C) als 
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Grundfutter und auBerdem noch 2 baw. 5g frisches Gras pro Tag als 
eigentliches Versuchsfutter. Bekanntlich sterben Meerschweinchen 
fast ohne Ausnahme nach 3 bis 4 Wochen, wenn sie nur das Grund- 
futter bekommen. Die soeben erwahnten zwei Tiere (Graszusatz!) 
sind jedoch mehr als 2 Monate (bis zum Abbrechen des Versuchs) 
gesund geblieben und zeigten ein gutes Wachstum. Der anfingliche 
Gewichtssturz bei einem der Tiere beruht darauf, daB die Milch waihrend 
der ersten Tage ungern getrunken wurde. 
Wie gesagt, haben wir deshalb bei den 
spateren Versuchen die Tiere in einer Vor- 
periode an die Rationen gewoéhnt. 

Nach Beendigung des Versuchs wurden 
beide Tiere getétet; bei der Obduktion 
wurden weder makroskopisch, noch mikro- 
skopisch Symptome von Skorbut gefunden. 
5 baw. 2g Gras hatten die Krankheit 
verhitet. 


Bei der Wiederholung des Versuchs 
nahmen wir jiingere Tiere, von denen man 








vielfach angibt, daB sie mehr Vitamin Abb. 1. 
rauchen als Altere. Alle die oben er- Antiskorbutische Wirkung von 
I I ls Alt Alle d I Antiskorbutische Wirk 
wahnten MaBnahmen wurden beobachtet. 1 g Sclechem Goss. 
. eg ‘ Grundfutter: Hafer und auto 
Der Versuch wurde mit viermal zwei Meer- klavisierte Milch. (’;; erhielt 2g, 
schweinchen angestellt. Von jedem Paare Crp Be Gpaine Gus Oe Act 
: : : skorbuticum. 
empfing das eine Tier nur das Grundfutter, Die Abnahme des Gewichts in 
ae . . ‘ oa a + der Mitte des Versuchs ent- 
das auBer Hafer und autoklavisierter Mil h aah Gh Gh then 
jetzt auch gewéhnliches Wiesenheu enthielt ; einiger Tage gemablener statt 
. . emahlener Hafer gegeben 
das zweite Tier bekam auBerdem noch 2 sac” Wee Saas tein dos 
frisches Gras pro Tag. Diese 2 g sind kalo- Hatermeh! jedoch schlecht 


risch so wenig bedeutend, daB es uns un- 

nétig erschien, das Grundfutter dafiir in irgend einer Weise zu korrigieren. 
Pro Tag und pro Tier wurden etwa 15 bis 30 g Heu, 30 bis 60 g Milch 
und 10 bis 15 g Hafer gebraucht. Wie gesagt, wurde darauf geachtet, 
daB die Tiere von jedem Paare gleiche Mengen von dem Grundfutter 
fraben. Wenn also der Appetit von einem der beiden Tiere ge- 
ringer wurde und Nahrungsriickstinde zuriickblieben, so wurde beim 
Abwigen der neuen Rationen darauf geachtet, daB das zweite Tier 
soviel weniger empfing als der Riickstand betrug. Im ganzen frafen 
beide Tiere eines Paares also gleiche Mengen von den verschiedenen 


Bestandteilen des Grundfutters. 
Aus den Gewichtslinien (Abb. 2) geht hervor, daB die Meer- 
schweinchen, welche nur das Grundfutter bekamen (Nr. 26, 28, 31 
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und 32), etwa 14 Tage ein gewisses Wachstum zeigten. Dann wide 


der Appetit jedoch geringer, und demzufolge ging das Gewicht zuriick. 
bis der Tod folgte’). Bei der Obduktion ist immer Skorbut festgestel}; 
worden. Es ist bemerkenswert, daB die Gewichtslinie der Vitamin-( fre; 
ernihrten Tiere sich mehr als die der mit 2g Gras + Grundfutter 
ernihrten Tiere senkt (Nr. 27, 29, 30 und 33), obwohl, abgesehen vom 
Gras, beide Tiere von jedem Paare dieselben Mengen von den ver. 
schiedenen Futtermitteln fraBen; manchmal schneiden die Linien sic} 





650 


I 
600 














Abb. 2. 
Antiskorbutische Wirkung von 2g frischem Gras. 


Grundfutter: Hafer, Heu und autoklavisierte Milch (Nr. 26, 28, 31 und 32) 

Nr. 27, 29, 30 und 33 erhielten auferdem als Antiskorbuticum noch 24 

frisches Gras pro Tag. Nr. 30 und 33 wurden an demselben Tage chloro- 
formiert, an dem Nr. 31 und 32 starben. 


Eine Senkung wiirde bei den mit Gras ernaihrten Tieren nicht ein- 
getreten sein, wenn sie eine reichlichere Menge des Futters zur Ver- 
fiigung gehabt hatten. 

Weil Meerschweinchen immer nach 3 bis 4 Wochen sterben, 
wenn ihr Futter kein Vitamin C enthilt, so geht auch aus diesem 
Versuch hervor, daB das Wiesenheu sehr wenig Vitamin C enthalt 
Das ist iibrigens eine schon lingst bekannte Tatsache, denn das Heu 
wird vielfach als Vitamin-C-freier Nahrungsbestandteil bei Skorbut- 


1) Einige Tiere, bei denen der Tod nahe schien, wurden mit Chloroform 
getotet. 
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versuchen gebraucht!). Das Autoklavisieren des Heues hat sich bei uns 
als liberfliissig gezeigt. 

An demselben Tage, an dem Nr. 31 und 32 starben, wurden Nr. 30 
und 33 mit Chloroform getétet; es wurde bei ihnen keine Spur von 
Skorbut gefunden. Nr.27 und 29 wurden am Leben gelassen und 
konnten nach dem Tode von Nr. 26 und 28 auBer 2g Gras so viel 
von dem Grundfutter fressen, wie ihnen gefiel. Bei beiden Tieren 
stieg die Gewichtslinie sofort. Beide Meerschweinchen wurden nach 
3 Monaten chloroformiert ; es wurde kein einziges Sympton von Skorbut 


gefunden. 
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Abb. 3. 
Antiskorbutische Wirkung von 1g frischem Gras 


Grundfutter: Hafer, Heu und autoklavisierte Milch (Nr. 34, 41, 36 und 38). 

Nr. 35, 40, 37 und 39 erhielten auferdem als Antiskorbuticum noch 1g 

frisches Gras pro Tag. Nr. 37 und 39 wurden an demselben Tage chloro- 
formiert, an dem Nr. 36 und 38 an Skorbut starben. 


Der erwahnte Versuch wurde nachher in derselben Weise wiederholt, 
jedoch mit nur 1 g Gras (Abb. 3). Der Erfolg war derselbe. Die Kontroll- 
tiere (Nr. 34, 41, 36 und 38) starben auch hier nach 3 bis 4 Wochen an 
Skorbut. Die mit Gras gefiitterten Tiere behielten ihren schénen Haar- 
glanz bei, und nach Chloroformieren an verschiedenen Zeitpunkten 
wurden bei der Obduktion auch jetzt weder makroskopisch noch mikro- 
skopisch Symptome von Skorbut gefunden. 


1) Siehe auch Sjollema, Ergebnisse und Probleme der modernen Er- 
nihrungslehren, 8.68. Miinchen, Bergmann, 1922. 
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Bei dem vierten Versuch sind drei Paar Versuchstiere gebra jij); 
worden (Nr. 66 bis 71). AuBer den oben erwaihnten Futterbestandt, 
erhielten die Tiere noch 0,5 g Lebertran pro Kopf und pro Tag. |). 
Fett wurde mit Gummi arabikum und Wasser emulgiert und dan) 
mit der Milch gemischt. Die Tiere, welche kein Gras erhielten, starhey 
nach 26, 23 und 24 Tagen. Die iibrigen, die 1 oder 2g Gras bekame 
wurden an denselben Tagen getétet, an denen die Kontrolltiere star}, 
Auch bei diesem Versuch haben die mit Gras gefiitterten Tiere kein 
Spur von Skorbut gezeigt. 

2, ja sogar 1g frisches Gras pro Tag, vielleicht noch wenige: 
geniigen also, um bei Meerschweinchen monatelang (bis zum Abbreche 
der Versuche) den Skorbut zu verhiiten und ein gutes Wachstum 7) 
unterhalten. Die Tatsache, daB die Gewichtslinien von Nr. 35 und 40 
etwas langsamer steigen als die der mit 2g Gras gefiitterten Tier 
laBt jedoch vermuten, daB mit etwa 1g die kleinste Menge erreicht 
ist, die den Skorbut verhiitet. Experimentell gepriift haben wir das 
jedoch weiter nicht. 


Das frische Gras ist also, im Gegensatz zum Heu und dem hollandi 
schen einsilierten Gras, besonders reich an Vitamin C. Da die Versuch: 
(mit einer Unterbrechung in den Wintermonaten) in dem Zeitraum 
zwischen September 1914 und Dezember 1925 durchgefithrt wurden 
so kann zu gleicher Zeit geschlossen werden, daB dieser Reichtum an 
Vitamin C sowohl bei dem im Sommer als bei dem im Frihling und 
im Herbst gewachsenen Grase besteht. Ads anderen, hier nicht e 
wahnten Versuchen geht hervor, daB dasselbe bei dem sparlichen 
im Winter gewachsenen Grase der Fall ist. 


Einige neue Beobachtungen iiber den Eisenstoffwechsel beim Skorbut. 


Die Symptome des Meerschweinchenskorbuts sind so oft !x 
schrieben, daB nur einige, bis jetzt unbekannte Symptome, welcl« 
sich auf den EiweiSstoffwechsel beziehen, erwahnt werden sollen 
Dazu kann man die von uns beobachteten Blutanhiufungen in den 
mesenterialen und submentalen Lymphdriisen rechnen. Auch sahen 
wir dann und wann Blutanhaufungen in einem der Eileiter. In den 
Zellen der Milzpulpa fanden wir zahlreiche auf Eisen reagierend« 
Pigmentkérner!). Ein ahnliches Pigment fanden wir in der Schleim- 
haut des Diinndarms, des Dickdarms, des Mastdarms und besonde: 
in der des Coecums. Es befand sich sowohl in den Epithelzellen als 
den darunter liegenden Zellen. RegelmaBig sahen wir in der inner 


1) Neuerdings sind sie auch von Héjer beschrieben worden (A+ 
paediatrica 3, Suppl., 1, 1924). 
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lipoidarmen Schicht der Nebennierenrinde zerstreut liegende Zellen, 
welche die Eisenreaktion in der Form einer sehr feinen Tiipfelung 
zeigten. Weniger oft zeigten die auBeren Schichten der Leberacini 
eine Eisenreaktion. 


Das Gewicht verschiedener Organe. 


Von einigen Organen wurde das Gewicht bestimmt. Zwar ist die 
Zahl der Tiere klein, die Tatsache, daB jedesmal das Organgewicht 
bei zwei Tieren bestimmt worden ist, welche gleich lange!) und (ab- 
gesehen von Gras) mit gleichen Futtermengen ernahrt worden sind, 
gibt uns die Hoffnung, daB unsere Beobachtungen nicht ohne Interesse 
sein werden. Es ist sehr gut méglich, daB die geringe Cbereinstimmung 
in diesem Punkte?) eben dadurch entstanden ist, daB Tiere miteinander 
verglichen wurden, welche nicht gut vergleichbar waren. 

Von jedem Meerschweinchen wurden die Organe nach Abtrocknen 
mit FlieBpapier sogleich gewogen (Tabelle 1). Das blutleere Herz von 
dem kranken Tiere Nr. 3] wog z. B. 0,91 g, das Herz von dem zu 
Nr. 31 gehérenden gesunden Tiere, Nr. 30, wog 0,98 g. 

Noch besser als die absoluten, sind die relativen Organgewichte 
fiir den Vergleich geeignet. Deshalb wurden die absoluten Zahlen 
auf Prozente des Anfangsgewichts der Versuchstiere umgerechnet; 
also fiir das Herz Nr. 31 0,357°, und Nr. 30 0,398°, vom Anfangs- 
gewicht der Versuchstiere. ; 

Um die in dieser Weise erhaltenen Zahlen bei jedem’ Paare noch 
besser vergleichen zu kénnen, wurde die Tabelle Il angefertigt. Hier 
sind die relativen Organgewichte der kranken Tiere jedesmal in Prozenten 
der relativen Organgewichte der gesunden Tiere ausgedriickt. Wie 
gesagt, war das relative Herzgewicht bei Nr. 30 0,398 und bei Nr. 31 
0,357 oder 90% von 0,398. 

Die Tabelle Il zeigt, daB die kranken Tiere erheblich leichter als 
die gesunden Tiere waren, was nur zum Teil durch die geringere Darm- 
fiillung verursacht wurde (Tabelle 1). 

Weiter bemerkt man sofort, daB die verschiedenen Organe sich 
sehr verschieden verhalten. Das Gewicht des Auges und der Niere 
hat sich fast nicht geindert. Die Nebennieren sind bei den kranken 
Tieren jedoch erheblich schwerer. Vielleicht wird auch die Milz durch- 
schnittlich bei Skorbut schwerer. Aus der erheblichen GréBe der 
mittleren Abweichung geht jedoch hervor, daB dieser SchluB nicht 
sicher ist. 


1) Die Beobachtungen beziehen sich also nur auf diejenigen Paare, 
welche an einem Tage starben oder getétet wurden. 

2) Bessesen, Amer. Journ physiol. 68, 245, 1922/23; Lopez-Lomba et 
Randoin, C. r. Acad. Sc. 176, 1573, 1752, 1923. 
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Tabelle Absolute 
C31 C.wW C. 32 
kein Gras 2g Gras kein Gras 
Gewicht Gewicht Gewich: 
8 *) 8 , 8 
Meerschweinchen, Anfang 255 246 254 
2 , Ende 259 90,2 259 81053 237 9 
Auge (durchschunittlich) 0.390 0.153 0.377 0.153 0.374 0 
Herz (blutleer) 091 0,357 0.98 0,398 0.98 0 
Leber 11.3 4.43 11,7 477 13.5 } 
Pankreas . 1,03 0.404 1,24 0.504 0.90 03) 
Milz . 0,353 0,138 0.250 0.102 0,354 01 
Magendarmkanal (nicht entleert) | 45,0 17,6 52,0 211 35,0 13 
Nebenniere (durchschnittlich) . 0125 00490 O107 00435) 0172 00 
Niere ‘ 1,61 0631 1,46 0,593 1,66 Os 
Testis = 0,131 0.0514 0,256 0,104 
Ovarium a 0,013 Oy 
Thymus = 0.145 0.0569 0167 0.0679 0,182 O07 
Schilddriise . 0.019 00075 0,025, 0.0102) 0024 0% 
Cc. 39 C. 66 C. 67 
1 g Gras kein Gras 1 g Gras 
: Gewicht Gewicht Gewicht 
— 8 | % Q 
Meerschweinchen, Anfang 230 286 263 
o Ende 264 1148 203 710 258 98] 
Auge (durchschnittlich) 0341 0,148 0,329 0,115 0,336 0] 
Herz (blutleer) 1,00 0,435 1,05 0,367 1,01 0 
Leber 11,3 4,91 10,46 3,66 11,87 i 
Pankreas . 1,09 0474 0,941 | 0,329 1,10 04 
Milz . 0,296 0,129 0469 0,164 0,253 Of 
Magendarmkanal (nicht entleert) 51,0 22,2 34,0 11,9 97,0 21 
Nebenniere (durchschnittlich) . 0,106 0.0461) 0,248 0,0867 0,116 00 
Niere 1,34 0,583 1.31 0,458 1,60 6 
Testis - 
Ovarium = 0,018 0,0078 0,016 , 0,0056 0.011 0M 
Thymus - 0,268 0,117 0,063 | 0,022 0,153 | Of; 
Schilddriise os 0,028 0,012 0.028 0.0098 0.028 Of 


*) Prozente des Anfangsgewichtes 


des Meerschweinchens. 
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solute ggive Organgewichte. 
as = 2 1 a bela Ris 1 +" a kein Gres 
Sewicht Gewicht Gewicht Gewicht Gewicht 
8 g ; 8 & 
r 333 322 226 
93. By 1140 248 74,5 348 1081 198 854 
yess 0.146 0.451 0.135 0.379 0.118 0.359 0,159 
a ys 0415 1.08 0,324 1,21 0.376 0.94 0.416 
. 5,13 11,9 3,57 16,0 4,97 18,1 $01 
n i4 0,483 1.05 0.315 1,48 0,460 0,94 0.416 
0 S15 0.133 0.379 0.114 0.530 0.165 0,280 0.124 
13 ) 246 46.0 13.8 65.0 20.2 43.0 19.0 
118 0,0500 0.243 0.0730 0,189 0,0587 0,203 0,0898 
0 39 0,589 1,75 0,526 1,72 0,534 1,75 0.774 
0,421 0.126 
n 17 0,007 2 0,025 00078 0,015 0,0066 
1 297 0,126 0.081 0.0243 0,255 0.0792 0.077 0.0341 
02S 0.012 0,026 0.0078 0.037 0,011 0,027 0,012 
: & an ro. 1 i o. Gras ? Gms 
wieha Gewicht . Gewicht ‘ Gewicht Gewicht 
f F ‘ ° s | % 8 
ps0 286 278 288 
98.1 fen 70,0 297 104 223 80,2 315 109 
0 (D258 0,128 0,351 0,123 0,326 0,117 0,367 0,127 
0 EDSSO 0,314 0,950 0,332 1,02 0,367 1,11 0,385 
1 ge.66 3,45 14,6 5,10 13,6 489 17,2 597 
(0 1p 820 0,329 1,22 0,427 1,35 0,486 1,57 0,545 
page Al2 0,147 0,282 0,0986 0,313 0,113 0,356 0,124 
217 12,9 65,0 22,7 48,0 17,3 61,0 21,2 
( pged.226 0,0807 0,108 0,0378 0,182 0.0655 0115 00399 
| 0496 1,45 0,507 1,77 0,637 1,63 0,566 
0,352 0,123 
0 DOLD 0,0054 0,015 0.0054 0,021 0.0073 
/ (ED OBD 0,023 0,150 0.0524 0,103 0.0371 0,220 0.0764 
ai L019 0.0068 0,019 0.0066 0,029 0.010 0.028 0.0097 
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Tabelle 11. 


Relative Organgewichte der kranken Tiere, berechnet in Prozenten der 
relativen Organgewichte der gesunden Tiere. 





Mittlere Abweichung 


Durchs der 


Nr. 31/30/32/33)36/37 38/39 66/67 69 68 71/70 echnitt | cinscinen ii 
Beobs Mittels 
achtung. 
Meerschweinchen,End- 
gewicht. ... . | 86/ 82} 69) 74) 72 67) 74) 749) + 68' + 26 
Auge (durchschnittl.). 100 101/114. 107 90 104, 92 1017] + 83 4 3,2 
Herz (blutleer) . .. 90 93 86 96 96 95 95 930 + 3.7 + 14 
IE ool al a: he 8 a 93104 72.163 81 68 82 947 +325 +123 
Pankreas ...... | 80 73) 68; 88: 79 77 89) 791,.+ 76 + 29 
Milz ....... . |135)105; 69) 96:171|149) 91) 2766) +361, + 13,7 
Magendarmkanal 
(nicht entleert) . . 83 56 68 86 55 57 82 696 +1389 + 53 
Nebenniere (durch- 
schnittlich) . . . . 113/135 124/195 197 213 164 1630 +398 + 15,0 
Niere (duchschnittl.) 106 111) 99.133 75 98 113 10560 +17,.7 + 6,7 
Testis i 49 49.0 
Ovarium os 71 85 133 74 908 +288 (+ 14,4) 
Thymus EA 84 57 31; 29 38 44 49 474 +189 + 7,1 
Schilddriise , 74 78 71.100 89 103 103 883 +140 + 53 


Alle anderen Organe, welche untersucht worden sind, sind bei den 
kranken Tieren kleiner als bei den gesunden; in erster Linie die Thymus, 
aber doch auch die Schilddriise, das Pankreas und das Herz. 

Ebenso zeigen Ovarium und Leber ein kleineres Gewicht. Aus 
den mittleren ,,Fehlern“ geht jedoch hervor, daB in diesen beiden 
Fallen nicht generalisiert werden darf. Nimmt man jedoch in Betracht, 
daB das Mittel und der mittlere Fehler jedesmal durch eine einzige 
Beobachtung stark beeinfluBt worden sind, so ist doch auch hier die 
Wahrscheinlichkeit, daB beide Organe bei Skorbut durchschnittlich 
im Gewicht zuriickbleiben oder sogar zuriickgehen, eine groBe. 

Auch der Magendarmkanal hat bei den kranken Tieren ein kleineres 
Gewicht gezeigt, was jedoch ganz oder teilweise einer geringeren Fiillung 
zugeschrieben werden muB. 

Von den Hoden darf auf Grund einer einzigen Beobachtung 


nicht viel gesagt werden, 


Zusammenfassung. 


Frisches Gras (Lolium perenne; englisches Raigras) ist besonders 
reich an Vitamin C, sowohl im Friihling, im Sommer und im Herbst 
als im Winter. Es kann in dieser Hinsicht den Vergleich mit jedem 
anderen Futtermittel, von dem der Gehalt an C-Stoffen untersucht 
worden ist, durchstehen. 1g frisches Gras (Trockensubstanz etwa 
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4 mg) pro Tag konnte die Versuchstiere (Meerschweinchen) monate- 
(bis zum Abbrechen der betreffenden Versuche) schiitzen und 
» gesund erhalten. 
\uch wir sahen, wie schon lange bekannt war, daB Heu sehr arm 
Vitamin C ist. Bei dem Gewinnen und der Aufbewahrung dieses 
Fyuttermittels wird das erwahnte Vitamin ganz oder nahezu vernichtet. 
benso findet bei der Einsilierung des Grases in untiefen unbekleideten 
ruben eine weitgehende Zerstérung dieses Vitamins statt 
Bei Skorbut wird in mehreren Organen (Milz, Nebenniere, Darm- 
nal, Leber) Eisen in der Form von braunen Kérnern abgelagert. 
Zahlreiche Organe wurden bei gesunden und kranken Tieren 
vewogen. Am auffalligsten war die Abnahme des Thymusgewichts und 
e Zunahme des Nebennierengewichts beim Skorbut. Weiter wurde 
veschlossen, daB Herz, Pankreas, Schilddriise und wahrscheinlich 
wh Ovarium und Leber bei Skorbut zuriickbleiben oder kleiner 
verden, daB das Gewicht des Auges und der Niere ziemlich konstant 
jeibt und daB das Milzgewicht sich bei verschiedenen Tieren sehr 


verschieden verhalt. 
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Uber Bedingungen der autolytischen Ammoniakbildung 
in Geweben. 


Ill. Mitteilung?): 
Die Beziehungen des Gewebsammoniaks zum Purinstoffwechsel. 


Von 
P. Gyérgy und H. Réthler, 


(Aus der Heidelberger Universitatskinderklinik.) 
(Eingegangen am 29. Mai 1927.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Der einheitliche Ablauf der Lebensvorgiinge in den Zellen wn 
Geweben 1a4Bt sich mit der wohl auch heute noch iiblichen scharfey 
Trennung zwischen organischem und Mineralstoffwechsel, wobei de: 
erstere bekanntlich noch in weitere Unterabteilungen gegliedert wird 
nicht vereinbaren. Wir miissen vielmehr nach Bindegliedern zwische: 
diesen Teilstoffwechselvorgingen, nach sogenannten  ,,gekoppelten 
Reaktionen zwischen organischen und Mineralbestandteilen der Zeller 
und Gewebe fahnden und ihre Gegenwart schon a priori, gewisse! 
maBen zwangsmaBig fordern. Von diesem Gesichtspunkt aus kommt 
eine besondere Bedeutung einer bestimmten Gruppe von organische! 
Verbindungen zu, die wahrend ihres Auf- und Abbaues anorganiscly 
lonen in Freiheit zu setzen oder aber zu binden vermégen. Als solchy 
Ionen kennen wir auf Grund neuerer Forschungen hauptsachlich da: 
Ca-, das NH,- und das Phosphation, und als die zugehérigen organische 
Mutterverbindungen: Ca-EiweiBsalze, dann organische, das Phosphat 
ion in esterartiger Bindung enthaltende Substanzen, von der Art ce 
Hexosephosphate (wie Lactacidogen), der Glycerinphosphate, der 
Lipoide und der Nucleoproteide. In bezug auf das Ammoniak sin 
unsere Kenntnisse noch nicht so weit gediehen, daB wir die organise! 
Muttersubstanz, aus der es intermediar abgespalten werden soll, nam |i!t 
machen kénnten. 


1) I, Mitteilung: diese Zeitschr. 170, 395, 1926; LI. Mitteilung: e!» 
daselbst 173, 334, 1926. 
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Dem Ammoniakstoffwechsel bringt auch der Kliniker ein’ wohl- 
hecrundetes Interesse entgegen. Wir brauchen nur an die Rolle des 
{\mmoniaks bei der Regulierung des normalen Saéurebasenhaushalts, im 
hbesonderen an die erhéhten N H,-Werte im Urin bei acidotischen Zustanden, 

er auch bei drohender Acidosis zu erinnern. Vom = Standpunkt des 
Padiaters sind hier in erster Linie die grobe Gruppe der Ernahrungs- 
storungen im Sauglingsalter, die stets mit einer zumindest relativ stark 
erhohten NH,-Ausscheidung einhergehen (Czerny und seine Schule), 
dann auch die Rachitis, bei der gelegentlich eine besonders hohe N H,- 
\usscheidung mit sogar alkalischem Urin besteht (Gydérgy, Hodgson), zu 

nen. Fiir die richtige Beurteilung der Pathogenese dieser Zustande 
stellt die Erforschung des intermediaren Ammoniakstoffwechsels eine 
merlaBliche Vorbedingung dar. 

In friiheren Zeiten fate man die Mehrausscheidung von Ammoniak 
m Urin bei acidotischen Zustanden nur als Ausdruck eines teleologischen 
Kompensationsmechanismus auf: dem Ammoniak liegt im intermediaren 
Stoffwechsel die Aufgabe ob, besonders bei verminderten Basen- (wie 
Na-, K-) Reserven des Koérpers, d. h. bei einer ,,Alkalipenie™, so z. B. bei 
len Ernadhrungsstérungen der Sauglinge, die im Uberma® vorhandenen 
Sauren zu neutralisieren. Man nahm besonders im AnschluB an die Unter- 
suchungen von Nencki-Pawlow u. a.') an, daB die Absattigung der Sauren 
durch Ammoniak bereits in der Leber erfolgt, indem das durch die Pfortader 
reichlich der Leber zuflieBende Ammoniak bei Acidose zu einem viel 
geringeren Anteile als in der Norm zu Harnstoff synthetisiert wird. Eine 
weitere NH,-Bildung sollte im intermedidren Stoffwechsel nicht statt- 
finden. Da nun aber das Pfortaderammoniak, wie das neuerdings durch 
Folin-Denis*) und mit verbesserter Methode durch Parnas und _ seine 
Mitarbeiter*) eindeutig nachgewiesen werden konnte, sus dem Darm- 
inhalt stammt und somit exogener Natur ist, so miiBte im Sinne der oben- 
genannten Theorie auch das Urinammoniak letzten Endes ausschlieblich 
exogenen Ursprungs sein. In neueren Untersuchungen konnte durch Parnas 
und Klisiecki (1. c.) besonders instruktiv gezeigt werden, dab das Verschwinden 
des Ammoniaks aus dem Pfortaderblut und sein Aufbau zu Harnstoff 
weitgehend an die Funktion der Leber gebunden ist: das Lebervenenblut 
enthalt — dies wurde iibrigens auch schon von Folin-Denis nachgewiesen — 
viel weniger N H, als das Pfortaderblut. Bei schwerer Leberschadigung, so 
hauptsachlich bei einer Anoxamie der Leberzellen gleicht sich dieser Unter- 
schied mehr und mehr aus, der NH,-Gehalt des Lebervenenbluts schnellt 
dementsprechend in die Héhe. Von Interesse sind in diesem Zusammenhange 
auch die Untersuchungen Landsbergers (unter Freudenberg), dem der Nach- 
weis gelang, daB die NH,-Ausscheidung im Urin bei Brustkindern nach 
peroraler Zufuhr von Adsorptionsmitteln, wie Bolus alba, Tierkohle, die 
ihre adsorbierende Wirkung naturgemaB nur im Darmlumen entfalten 
konnen, erheblich abnimmt. Dieser Befund steht mit der Theorie von 
Nencki-Pawlow und den neueren Versuchsergebnissen von Folin-Denis 
sowie Parnas und seiner Schule in bestem Einklang. 


') Vgl. Literatur bei Nash-Benedict, Journ. of biol. Chem. 48, 463, 
1921; und bei Parnas und seinen Mitarbeitern, diese Zeitschr. 169, 255, 
1926; 178, 224, 1926. 

2) Folin-Denis, Journ. of biol. Chem. 11, 1912. 

3) Parnas-Klisiecki, diese Zeitschr. 173, 224, 1926. 
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Wiirde das Urinammoniak und somit auch das intermediar 
weisbare Ammoniak nur exogenen Ursprungs sein, dann ware aber 
unsere anfangs gestellte Frage nach der Natur der organischen M , 


substanz, aus der das N H, intermedidr gebildet werden sollte, gegensta: 5 


geworden. Dal dem aber doch nicht so ist, haben erst neuere Forsechiunve; 
von Nash-Benedict (|. ¢.), sowie in weiterer Folge neben vereinz 
anderen besonders die von Warburg, Grafe, Meyerho/, Parnas, Ey 
und die aus unserer Klinik!) (Popoviciu, Gydrqy-Rothler) gezeigt. 

Auf Grund rechnerischer Uberlegungen, so von Gegeniiberstellung de) 
Menge des Urinammoniaks zum Ammoniakgehalt und zur Strémung 
geschwindigkeit des Blutes, weiterhin aber auch angesichts ausgedel);:1 
experimenteller Befunde stellten Nash- Benedict (1921) die These auf, da 
das Urinammoniak vornehmlich, vielleicht sogar ausschlieBlich, in 
Nieren selbst gebildet wird. Es gelang ihnen, zu zeigen, daB bei Hw 
der Ammoniakgehalt des Blutes in den Nierenvenen den in den zugehorige; 
Nierenarterien um ein Vielfaches iibersteigt, ferner, daB bei Phiorrhizi; 
diabetes und meist auch nach Saureinjektion der Ammoniakgehalt ces 
Blutes nicht erhéht ist, der des Urins dagegen gleichzeitig sehr vermelr 
gefunden wird ®*). 


Indessen ist der intermediare Ammoniakstoffwechsel auch wen 
wir vom exogenen, aus dem Darm resorbierten und meist in der Lebe: 
umgewandelten N H,-Anteil absehen mit der Ammoniakbildung in de: 


Nieren noch keineswegs restlos erschépft. So hat erst vor kurzem Tas/ 
[spiter gemeinsam mit Lee*)}] zeigen kénnen, da der Ischiadicus ces 
Frosches, aber auch die Froschmuskeln schon in der Ruhe und noch mel 
bei erhéhter Tatigkeit, z. B. bei rhythmischer Reizung, Ammoniak i: 
analysierbaren Mengen bilden und abgeben. Im AnschluB an diese Unter 
suchungen*) gelang auch Winterstein und Hirschberg*) der Nachweis de: 
Ammoniakbildung im peripherischen Nerven, und in geringerem Grad 
auch im Zentralnervensystem. Durch Narkose konnte die Ammoniakabgal» 
der Nerven erheblich unterdriickt werden. 

DaB wir aber bei der Ammoniakbildung tatsachlich einem omn 
zellularen Vorgang gegeniiberstehen, konnte erst in der letzten Zeit dure! 
Warburg und seine Mitarbeiter®) gezeigt werden: ,,iiberlebende™ Schnitt 
von Geweben und Organen geben an die Aufenfliissigkeit stets NH, ab. Dies 
zellulare Ammoniakbildung hangt von einer Reihe verschiedener Faktore: 
von der Art und von der Sauerstoffversorgung der Gewebsschnitte, von cer 
Zusammensetzung der Spiilfliissigkeit usw. ab. So fanden z. B. Warbw 
und seine Mitarbeiter unter anaeroben Versuchsbedingungen eine vir 
geringere Ammoniakbildung als bei ausreichender Sauerstoffversorgung cer 
Gewebsschnitte. Auch Zusatz von Zucker zur Nahrfliissigkeit bewirkt 
eine Verminderung der NH,-Abgabe. Von besonderer Bedeutung ist 
weiterhin der ebenfalls von Warburg und seinen Mitarbeitern festgestel|t 


1) Vgl. I. Mitteilung, |. c., hier auch weitere Literatur, sowie seitly 
Parnas und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 169, 255, 1926; 172, 442, 1926 
173, 224, 1926; 181, 80, 1927; Embden, Klin. Wochenschr. 1927, 8. #25 

2) Vgl. auch Benedict-Nash, Journ of biol. Chem. 69, 381, 1926. 

8) Tashiro, Amer. Journ. Physiol. 60, 1922; Lee und Tashiro, ely 
daselbst 61, 1922. Vel. auch Parnas-Mozolowski, Klin. Woch. 1927, 5. ‘> 

4) H. Winterstein und E. Hirschberg, diese Zeitschr. 156, 138, 1/2) 

5) Warburg, Posener und Negelein, ebendaselbst 152, 309, 1924. 
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Zusammenhang zwischen Ammoniakbildung und ,,anaerober Glykolyse*’, 
i. dem Glykolysiervermégen der Gewebe unter anaeroben Bedingungen. 
Diese Beziehung ist um so beachtenswerter, weil sie keine direkte zu sein 
eheint. Es steht eben auf Grund ausgedehnter Reihenuntersuchungen 
arburgs und seiner Schule nur fest, daB je héher die anaerobe Glykolyse 
es Gewebes ist, desto gréBere Mengen von Ammoniak vermag es unter 
wroben Verhaltnissen, d. h. bei gleichzeitig infolge der Pasteurschen 
Reaktion vollkommen oder fast vollkommen aufgehobener Glykolyse 
zu bilden. Da nun aber ebenfalls nach den Versuchsergebnissen Warburgs 
ind Negeleins') beim Fétus, und nach eigenen, allerdings noch nicht voéllig 
abgeschlossenen Untersuchungen*) auch beim jugendlichen, nicht vdéllig 
ausgewachsenen Tiere eine erhéhte anaerobe Gewebsglykolyse besteht, so 
multe wachsendes Gewebe unter aeroben, d. h. unter mehr oder weniger 
physiologischen Bedingungen einen relativ intensiven N H,-Stoffwechsel 
mit hoher autochthoner Ammoniakbildung aufweisen. In diesem Punkte 
ygewinnt somit unsere Fragestellung auch padiatrisches Interesse. Wiederum 
ein Hinweis dafiir, wie eng die Frage des Ammoniakstoffwechsels gerade 
mit der Physio-Pathologie des kindlichen Organismus verbunden ist. 

Die Ammoniakbildung in ,,iiberlebenden** Gewebsschnitten und ihre 
besondere Verkoppelung mit der Atmung und Glykolyse konnten in weitere: 
Folge durch Meyerhof, Grajfe*) und in noch unveréffentlichten Versuchen 

auch in unserer Klinik bestatigt werden. 

Auch unter weniger physiologischen Bedingungen, so im Laufe der 
aseptischen Autolyse, entsteht in Geweben Ammoniak. Da dies in steril 
aufgefangenen Blutproben nach besonderen Gesetzen und bei den ver- 
schiedenen Tierarten in quantitativ verschiedenem AusmaB erfolgt, konnten 
unabhangig von den Warburgschen Forschungen erst vor kurzem | Parnas 
und seine Mitarbeiter zeigen (l. c.). Popoviciu (|. ¢.) hat in unserer Klinik 
die autolytische Ammoniakanreichernung in verschiedenen Geweben unter 
wechselnden Versuchsbedingungen einer néaheren Analyse unterworfen. 
Es gelang ihm, den Nachweis zu erbringen, daB die autolytische Ammoniak- 
bildung als omnizellularer Vorgang von bestimmten fiir die verschiedenen 
Gewebsarten mit nur wenig Ausnahmen gleichmabig giiltigen Faktoren 
abhangt. So liegt bei Phosphatpufferung das Optimum der Ammoniak- 
bildung in allen untersuchten Geweben bei saurer Reaktion, bei etwa 
Pu 5,0 bis 6,0. Bei Lactatpufferung verschiebt sich das Optimum gegen 
die alkalische Seite zu, mit dem Optimum um den Neutralpunkt herum, 
und mit dem Minimum im sauren Milieu, etwa beim friiheren Optimal. 
punkt. Das Lactation hemmt demnach die Ammoniakbildung, und zwar 
fast ausschlieBlich bei saurer Reaktion. Zusatz von Zucker vermag die 
Ammoniakbildung ebenso wie nach Warburg in ,,iiberlebenden** Gewebs- 
schnitten auch bei der Autolyse zu unterdriicken. Da infolge glykolytischer 
Milchséuregérung aus dem zugesetzten Zucker bei der Autolyse von Geweben 
stets reichlich Milchséure entsteht, so liegt die Vermutung nahe, die 
hemmende Zuckerwirkung zum groben Teile als Lactateffekt im soeben 
beschriebenen Sinne zu deuten. Diese Feststellungen Popovicius sprechen 


‘) O. Warburg, Der Stoffwechsel der Tumoren. Berlin, Springer, 1926. 

*) Gyérgy, Verhandl. d. Deutsch. Ges. f. Kinderheilkde. Diisseldort 
1926; Brehme, ebendaselbst. 

8) Meyerhof, Lohmann und Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 1925; 
Meyerhof, Klin. Wochenschr. 1925; Graje, Deutsch. med. Wochenschr 
1925, Nr. 16. 
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somit erneut fiir eine enge Verkoppelung zwischen Glykolyse, mit andere), 


Worten, zwischen dem zelluliren Kohlehydratstoffwechsel einerseits (yd 
der Ammoniakbildung andererseits. 
Die erst bei diesem Stande der Forschung akut gewordene Frage), 


der Muttersubstanz des Gewebsammoniaks haben gleichzeitig und wal 
hangig voneinander Parnas und seine Mitarbeiter (speziell fiir das 1 
ammoniak), sowie Gydrqgy-Rothler (fiir das Gewebsammoniak tiberhaupt; 
in besonderen Reihenexperimenten zu beantworten versucht. 

Der gleichen Fragestellung allerdings ohne eine anschlieBern 
experimentelle Priifung begegnen wir auch schon bei Gad-Anderse),' 
bei Nash-Benedict (1. c.), die das Gewebsammoniak (im Muskel bzw 
der Niere) in erster Linie auf eine Umwandlung des Harnstoffs beziehen, 
sowie neuerdings bei Warburg, Meyerhof (|. c.), die hierfiir eine besonden 
Zersetzung der ZelleiweiBkérper beschuldigen. In den seither veréffentlichten 
ausgedehnten Reihenversuchen von Parnas und seinen Mitarbeitern, 
weiterhin auch von uns konnten indessen fiir diese Annahmen keine expe) 
mentellen Unterlagen erbracht werden. Im Gegenteil, Parnas und sein 
Mitarbeiter haben fiir das Blutammoniak einwandfrei nachgewiesen, 
es aus einer nicht-kolloidalen, d. h. nicht-eiweiBartigen stickstoffhaltige: 
Verbindung, die weder mit dem Harnstoff, noch mit irgend einer Amino 
sdure identisch ist, entstehen diirfte. Ebenso haben auch wir fiir verschiedern 
CGewebsarten zeigen kénnen, dab eine NH,-Bildung aus EiweiBkérperm, 
aus Harnstoff, oder eine Desamidierung von Aminoséuren wahrend cde: 
Autolyse entweder tberhaupt nicht, oder aber — und dies nur fiir bestimmte 
Aminosaéuren, so fiir das Histidin in der Leber (Histidase!) in einer mit 
den Gesetzen der autolytischen Ammoniakanreicherung der Gewebe u 
vereinbaren Weise erfolgt. So liegt z. B. das py-Optimum der Histicase 
bei Phosphatpufferung weit im alkalischen Bereich (8,0); auch die |x 
sondere Verkoppelung der N H,-Bildung mit dem Kohlehydratstoffweclis« 
der Gewebe fehlt beziiglich der Histidase. 

Im Hinolick auf die iibrigen Aminoséuren stimmen iibrigens unser 
Feststellungen mit einer Reihe friiherer Literaturangaben, auf die wir a 
dieser Stelle nicht naher eingehen méchten*), gut tiberein. Bei Einhaltung 
der notwendigen experimentellen Kautelen lieB sich eine Desamidierung 
von Glykokoll, Alanin, Asparagin, Leucin in Geweben bisher nicht nach- 
weilsen. 

Demgegeniiber ist es schon lange bekannt, dai Desamidasen im Purin- 
stoffwechsel eine bedeutende Rolle spielen’). Die Desamidierung kam 
entweder am freien Purin stattfinden (Purindesamidasen, wie CGuanase, 
Adenase) oder auch noch innerhalb des Nucleinkomplexes (Nucleosid 
desamidasen, sowie Guanosin-, Adenosin- Desamidase). Durch die Wir- 
kung der Purindesamidasen wird das Guanin unter Abspaltung der Amuid- 
gruppe in Xanthin (C;H,N,O + H,O C,H,N,O, + NH,) und das 
Adenin analog in Hypoxanthin (C;H,;N, + H,O = C;H,N,O + NH 
ebenso durch die Wirkung der Nucleosiddesamidasen das Guanosin 
Xanthosin und das Adenosin in Inosin umgewandelt. 


lal} 


1) Gad-Andersen, Journ. of biol. Chem. 39, 1919. 

2) Val. Folin-Denis, Journ. of biol. Chem. 11, 1912; Levene, @. MV. 
Meyer, ebendaselbst 15, 1913; 16, 1914; Luck, Biochem. Journ. 18, 124; 
hier auch weitere Literatur. 

3) Siehe Schittenhelm-Harpuder in Oppenheimers Handb. d. Biochem 
des Menschen und der Tiere 8. Jena, Gustav Fischer, 1925. 
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\uffallenderweise sind die Bedingungen dieser Ammoniakabspaltung 

winkérpern bisher nicht naher studiert worden. Die Angabe Kutschers') 

die Ammoniakbildung im Thymusbrei und der spiter von Jones*) 

ferte Nachweis, wonach dieser ProzeB durch eine saure Reaktion des 
Milieus, im Gegensatz zum gewéhnlichen tryptischen Abbau, begiinstigt 
wird, sind bisher wohl die einzigen, direkt hierher gehérigen Angaben 
yet ben. 

Die letzterwaihnte Tatsache, daB die Ammoniakanreicherung des 
lhvmusbreies durch saure Reaktion geférdert wird, erinnert an die ein- 
«hlagige SchluBfolgerung Popovicius, der fiir das Optimum der autolytischen 
\mmoniakbildung, zumindest bei Phosphatpufferung, auch in anderen 
Geweben eine relativ hohe H-lonenkonzentration angegeben hat. So lag 
iber auch die Vermutung besonders nahe, die autolytische Ammoniak- 
wreicherung der Gewebe generell mit dem Purinstoffwechsel in Beziehung 
m bringen. Tatsachlich ergaben orientierende Versuche*) ein positives 
Resultat. Gleichzeitig und unabhangig von diesen Untersuchungen gelang 
es auch Embden*), fiir das Muskelammoniak als Muttersubstanz die 
\denosinphosphorséure namhaft zu machen. 


Experimenteller Teil. 


Die Methodik, der wir uns bei den vorliegenden Untersuchungen 
bedient haben, deckt sich vollkommen mit der, die bereits in den vorher- 
gehenden Mitteilungen (I und I1) ausfiihrlich beschrieben worden ist. 
Die verschiedenen untersuchten Gewebe (Leber, Niere, Muskel, Blut) 
stammten diesmal von frisch geschlachteten Schweinen, Thymus von 
Kalbern. Sie wurden eisgekiihlt vom Schlachthof bezogen, dann (mit 
\usnahme des Blutes) rasch in der Fleischmaschine zu Brei verarbeitet 
und in genau abgewogenen Mengen (meist 1 g) in Zentrifugenréhrchen 
verteilt. Zu diesen Gewebsbreiportionen kamen dann 4¢cm einer 
n Pufferlésung (und zwar eines Phosphat- oder Lactatgemisches) mit 
verschiedener H-lonenkonzentration und mit oder ohne besondere 
weitere Zusétze. Als solche Zusatze verwendeten wir auBer Dextrose 
zunachst chemisch reine Purinkérper in etwa 1 °,iger Konzentration, 
wie Guanosin, Adenosin, Cytosin, fiir deren Uberlassung wir Herrn 
Prof. Thannhauser (Universitats-Poliklinik, Heidelberg) zu grobem 
Danke verpflichtet sind. Da unser groBer Bedarf an diesen chemisch 
renen Nucleosiden nicht gedeckt werden konnte, haben wir unsere 
weiteren Untersuchungen mit dem pflanzlichen Natrium nucleinicum 
Merck baw. Boehringer) in wechselnder Konzentration (0,1 bis 5°,) 
vusgefiihrt. Méglichst steriles Arbeiten und Zusatz einiger Tropfen 
Chloroform sollten eine stirkere bakterielle Verunreinigung des Ge- 


') Kutscher, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 34, 1901/02. 

*) Jones, ebendaselbst 41, 1904. 

3) Gyérgy-Réthler, Klin. Wochenschr. 1927, Nr. 1. 

*) Vel. Embden, ebendaselbst 1927, Nr. 14. Siehe indessen auch Parnas- 
Mozolowski, 1. e. 
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websbreies verhindern. Durch den Chloroformzusatz war zugleic), <j, 
Anaerobiose gewihrleistet. 

Die fertigen Gemische gaben wir in den Brutschrank und st: 
dann nach Ablauf von 3 bis 24 Stunden mit Hilfe der von uns friihe; 
schon als sehr brauchbar und zuverlassig befundenen Parnasschye) 
Bestimmungsmethode ihren Ammoniakgehalt fest. Die in den |, 
gegebenen Tabellen enthaltenen Ammoniakwerte sind auf l0Og (; 
websbrei umgerechnet. Durch wiederholtes Umriihren der) Pro}ey 
wahrend ihres Brutschrankaufenthalts haben wir fiir gleichmaBige \+ 
teilung der gelésten Substanzen und des entstandenen Ammoniaks gesoryt 

Die H-lonenkonzentration der Gemische haben wir haufig aveh 
am SchluB der Versuche kontrolliert und fanden bei der Phosphat 
pufferung ganz allgemein keine merkliche Verschiebung der Ausganys 
werte. Bei Lactatpufferung dagegen wurden die Proben beim Stehen 
im Brutschrank meist sauer, um etwa 0,4 bis 0,5; die entsprechenden 
Daten sind aus den einschligigen Tabellen zu ersehen. 

Beim Blute wurde eine besondere Pufferung nicht vorgenommen 
sondern die H-lonenkonzentration allein durch O,- baw. CO,-Durch. 
leitung (vgl. auch Parnas) geandert; hier wurde dann das Na-Nuclein 
dem Blute in Substanz zugesetzt. 

In jeder Versuchsreihe haben wir auch Leerbestimmungen allein 
mit der Purinkérperlésung ohne Zell-, d.h. ohne Fermentzusatz aus 
gefiihrt. Die auf diese Weise festgestellten geringen N H,-Mengen 
wurden dann von den iibrigen auf fermentativer Desamidierung !« 
ruhenden Werten abgezogen. 

Nach der Feststellung einer NH,-Abspaltung aus dem Adenosi! 
und aus dem kauflichen Natrium nucleinic. unter der Einwirkung von 
bestimmten Geweben erschien es uas weiterhin wiinschenswert, dieser 
fermentativen ProzeB auch losgelést vom Zellverband, d.h. mit Hilf 
von Gewebsextrakten einer weiteren Analyse zu unterziehen. Die 
Zubereitung der Extrakte erfolgte dutch 24stiindiges Digerieren der 
betreffenden Gewebe in Glycerin oder in physiologischer Kochsalz 
lésung bei Zimmertemperatur, wobei stérende bakterielle Einfliiss: 
durch méglichst aseptisches Arbeiten und durch Zusatz von Chloroforn 
tunlichst ferngehalten wurden. Die einschlagigen Versuche (vgl. di 
Tabellen) wurden dann anstatt mit 1 g Gewebsbrei mit 1 cem Extrakt 
fliissigkeit ausgefiihrt. 

In einzelnen Versuchen, naturgemaéB nur bei Verwendung vo! 
Lactat- und nicht bei der von Phosphatpuffern, haben wir auBer cen 
Ammoniak auch die anorganische Phosphatfraktion analytisch, un 
zwar kolorimetrisch, mit der Briggsschen Modifikation*) der [e// 


') Briggs, Journ. of biol. Chem. 58, 1922. 
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Doisyschen Methode, bestimmt, um dadurch auch fiir die Phosphat- 
bspaltung aus den Purinkérpern gewisse Anhaltspunkte zu gewinnen. 
im folgenden soll nun iiber die einzelnen Versuche, geordnet nach 
verschiedenen Geweben, zusammenfassend berichtet werden. 

Leber (vgl. Tabellen I bis XI]1 und Abb. 1 und 2). Betrachten wir 
mnachst die Versuche mit Phosphatpufferung. Ohne weiteren Purin- 
kérperzusatz decken sich die Versuche vollkommen mit denen, iiber 
lie bereits Popoviciu in der 1. Mitteilung (|. c.) berichtet hat. Die von 
hm erhobenen Befunde konnten vollauf bestatigt werden. Ebenso wie 
Popoviciu fanden auch wir die Ammoniakbildung im Leberbrei bei 
saurer Reaktion viel ausgiebiger als bei verminderter H-lonenkonzentra- 


jen 


tion. In Ergiénzung der friiheren Popoviciuschen Untersuchungen 
haben wir jetzt auch das py-Optimum bei Phosphatpufferung naher 
zu bestimmen versucht. Die maximale N H,-Anreicherung stellten wir 
bei pa = 5.2 bis 5,5 fest, somit tatsachlich bei einer sauren Reaktion 
\bb. 1). Dieses Optimum ist allerdings kein sehr scharfes: die N H,- 

Bildung nimmt sowohl gegen die saure, wie auch gegen die alkalische 
Seite zu nur allmahlich ab (vgl. Abb. 2 und Tabellen IV, V1, VII, VIII). 
Uberblicken wir nun die weiteren Versuche mit Leberbrei, in denen 

wir der Phosphatlésung entweder kaufliches Natr. nuclein. oder aber 
Adenosin zugesetzt haben, so springt uns zunichst das sehr starke 
Hinaujschnellen der autolytischen NH,-Bildung ins Auge. Wir, gehen 
mit der Annahme sicherlich nicht fehl, wenn wir diese Erhéhung der 
NH,-Bildung auf die fermentative N H,-Abspaltung aus den zugesetzten 
Purinkérpern beziehen. Der mégliche Einwand, daB es sich bei dieser 
Versuchsanordnung nur um eine Férderung der ,,autolytischen’* Gewebs- 
immoniakbildung handelt, konnte durch Verwendung von Gewebs- 
extrakten, d.h. von ,,Fermentlésungen“ an Stelle von mehr oder 
weniger zellstandigen Fermenten entkraftet werden. Denn auch in 
diesen Versuchen (Tabelle VII bis X, XIII), in denen das Natr. nuclein. 
die einzig mégliche Muttersubstanz des Ammoniaks darstellte, lieB sich 
eine deutliche NH,-Bildung nachweisen. Im Falle des Adenosins 
stehen wir einem schon eingangs erwahnten fermentativen Des- 
amidierungsprozeB gegeniiber, wobei das Adenosin unter NH,-Ab- 
spaltung in das Inosin tibergeht. Da aus dem Cytosin, ebenso auch aus 
dem Guanosin durch den Leberbrei NH, nicht in Freiheit gesetzt 
wird (vgl. Tabelle 11), andererseits freie Purinbasen, wie Adenin, Guanin, 
die durch entsprechende Fermente — wie friiher dargetan gleichfalls 
desamidiert werden kénnten, im komplexen Natr. nuclein. kaum 
praformiert sein diirften und wahrscheinlich nur durch Abbau von 
Nucleosiden entstehen, so méchten wir auch im Falle des Natr. nuclein 
die NH,-Bildung auf die Tatigkeit des das Adenosin desamidierenden 
Ferments zuriickfiihren. Eine weitere, wenn auch mehr indirekte 
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Stiitze fiir diese Annahme erblicken wir auch in der von uns experimy ite! 
festgestellten, aus den beiliegenden Tabellen klar ersichtlichen a; 
sache, wonach dieser DesamidierungsprozeB, sowohl im Falle de. 
Adenosins wie auch in dem des Natr. nuclein. als Substrates ein« 
kommen identische Abhangigkeit von der H-lonenkonzentration des 
Milieus, und zwar — unter Verwendung einer Phosphatpufferung 
mit einem Optimum von etwa px 5.5 aufweist. Die Ammoniak 
abspaltung aus dem Adenosin lieferte in 23 Stunden die rechnerise} 
héchst mégliche Ausbeute, arbeitete demnach mit einem 100°. igen 
Umsatz (rechnerisch 50 mg-°%, gegen 51,4mg-% NH,N gef.. vy 
Tabelle I1). 

Diese spezifische Abhangigkeit der NH,-Abspaltung aus dem 
Adenosin und dem Natr. nuclein., unter dem EinfluB eines ent. 
sprechenden Leberzellenferments, von der H-lonenkonzentration, diirft: 
auch fiir unsere Ausgangsfragestellung von besonderer, woh! ent. 
scheidender Bedeutung sein. Sie deckt sich namlich, auch bei kurven 
maBiger Darstellung (vgl. Abb. 1 und 2), vollkommen mit den Be. 
funden, die wir bei rein autolytischer Ammoniakbildung im Leberbrei 
ohne weitere Zusatze — erheben konnten. Unter diesen Umstanden 
gehen wir aber dann wohl kaum fehl, wenn wir in der rein autolytischen 
Ammoniakanreicherung des Lebergewebes nur den Ausdruck einer 
bestimmten Purinkérperdesamidierung, mit anderen Worten einen 
Teilvorgang des Purinstoffwechsels erblicken méchten. 

Die Analogisierung laBt sich sogar noch weiter verfolgen. Nac! 
den friiheren, eingangs bereits erwahnten Untersuchungen Popovuciu: 
(l.e.) verschiebt sich bei Lactatpufferung das pg-Optimum der auto 
lytischen Ammoniakbildung im Leberbrei von der sauren gegen div 
alkalische Seite zu (py > 8,0). Weiterhin liegen die NH,-Werte, div 
bei Verwendung einer Lactatpufferlésung in Proben mit erhdéhter 
H-lonenkonzentration (pay < 7,0) ermittelt werden, im allgemeinen 
viel tiefer als in den Phosphatkontrollen bei gleicher Reaktion. Beruht 
nun die N H,-Anreicherung des Leberbreies — was wir zunichst voraus 
setzen méchten — auch bei dieser Versuchsanordnung auf einem be- 
sonderen TeilprozeB im Rahmen des Purinstoffwechsels, so mubte di 
Ammoniakabspaltung aus zugesetzten Purinkérpern, so aus Nat 
nuclein. bei Lactatpufferung gleichfalls ein alkalisches py-Optimum 
und bei saurer Reaktion eine deutliche Verminderung — zumindest 
im Verhaltnis zu den Phosphatkontrollen — aufweisen. Da dies nun 
in entsprechenden Versuchsreihen (Tabellen XI bis XIII, Abb. | 
experimentell einwandfrei festgestellt werden konnte, so diirfen wir 
die Analogisierung auch in diesen Punkten tatsachlich als gegliickt 
ansehen. Unsere Annahme von der grundsiatzlichen Identitat cer 
autolytischen Ammoniakbildung mit der fermentativen Desamidierung 
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von Purinkérpern erhalt somit durch diese letzteren Versuchsergebnisse 
eine weitere gewichtige Stiitze. 

Die Verhinderung der autolytischen Ammoniakbildung durch Lactate 
bereits Popoviciu (1. c.) als einen indirekten Vorgang gedeutet und 
\nschluB an die einschlaigigen Untersuchungen von Gydérgy') auf 
eine Hemmung der Phosphatabspaltung aus organischen Phosphat- 
erbindungen der Zelle pezogen. Fiir die Richtigkeit dieser Auffassung 
epnicht nun die von uns im Laufe der vorliegenden Versuche festgestellte 
fatsache, daB bei Verwendung eines Lebereztrakts, d. h. bei mehr oder 
inder vollkkommener Entfernung der Zellen, diese Hemmung nicht mehr 


achweisbar ist. Im Gegenteil, die NH,-Abspaltung aus zugesetztem 
Natr. nuclein. erfolgt jetzt bei Lactatpufferung in viel starkerem Mabe 
is in Phosphatgemischen. Beachtenswerterweise liegt indessen das 


,-Optimum auch bei Verwendung von Extrakt noch deutlich im alkalischen 

Bereich; die zugehérige Kurve zeigt aber andererseits doch schon eine 
leutliche Verflachung. 

Nach den Feststellungen Warburgs, die schon durch Popoviciu 
voll bestatigt werden konnten, bewirkt Zuckerzusatz, sowohl unter 
maeroben, wie auch unter aeroben (!) Bedingungen eine ebenfalls 
deutliche Hemmung der autolytischen Ammoniakbildung. Den gleichen 
Befund konnten jetzt auch wir in einem mit Leberbrei ausgefiihrten 
Versuch (Tabelle XII) — zumindest in den alkalischen Proben 
erheben und wiederum auch auf das zugesetzte Nuclein ausdehnen. 
Freilich fanden wir diesen Zuckereffekt bei den tibrigen untersuchten 
Geweben (Niere, Muskel, Thymus) viel starker ausgeprigt als in diesem 
einen Versuch mit Leberbrei. 


Tabelle 1. 


30. Juni 1926. Je 1g Schweineleber in 4ccem Phosphat nach 21 Stunden. 








One Zusatz + 5°, Natr. nuclein. (Merck) 
Pu a “NHyN des Wertes NHN a des zugee °/, d. Leerwertes 
mgs"! bei Py 7.0 mg:° horig. Leerwertes bei Jy 7,0 
6.1 51.8 182 100.0 193 354 
7.0 IS 4 100 48.3 170 170 
77 23.7 83 29.9 126 105 
Tabelle I]. 4. Juli 1926. 
Je 1g Schweineleber in 4 ccm i. 
Phosphat Pu 6.1 ccm Phosphat 
Nach 8 Std. Nach 23 Std. Nach 23 Std 
mgs NH ,sN mgs NHN || mgs"), NHgeN 
Kontrolle . 15.1 80.3 
Cytosin 12.5 94.3 Spur 
Gvuanosin . 13.8 56.4 - 
Adenosin . 44.6 137.5 6.0 


1) Gyérgy, diese Zeitschr. 161, 157, 1925. 
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Tabe lle Ill. 











11. Juli 1926. Je 1g Schweineleber in 4 cem Phosphat nach 11 Stu 
Ohne Zusatz +1 Adenosin + J Natr. nuclein 
’ ; y des ’ des des des de 
Pa NHysN  Wertes NHN | zugehdrig. Leers NHN zugehérig 
bei Leers wertes bei loom wertes 
mg: Pu *” mg: wertes Pa 70 mg: wertes j 
6,1 13.6 223 117.0 860 1920 83,0 610 
7.0 6.1 100 64.2 1050 1050 §2.8 1030 
eo 20 33 80.0 4000 1310 
Tal lle IV. 
8. Juli 1926. Je 1g Schweineleber in 4c¢cm Phosphat nach 14 Stu 
Ohne Zusatz 3 °/y) Natr. nuclein. (Merck) 
Pu N HgsN des Wertes NHN des zuge- d. Leerwerte 
mg: bei Py 7.0 mg: hérig. Leerwertes bei 7), 
4.8 37,8 129 50.3 133 17 
5,2 40.4 137 56.5 140 142 
5.5 39.9 135 51,0 128 174 
5.8 38.6 131 48.9 127 L6t 
6.1 37.8 129 48.6 129 165 
6,4 35,3 120 46.0 130 157 
6.7 32.7 111 44.5 136 151 
7.0 29.4 100 41.0 139 139 
Tabelle V. 
18. November 1926. Je 1 g Schweineleber in 4 cem Phosphat nach 20 Stunc 
Ohne Zusatz +3 Natr. nuclein. ( Boehringer) 
Pu NH gsN °» des Wertes NHgsN , des zuges d.Leerwert 
mg?" bei Py 7.0 mg- hOrig. Leerwertes bei iy, 7 
6.1 22.5 114 221.7 984 1126 
7.0 19,7 100 93.3 474 474 
8,0 18,3 93 125.6 686 63s 
Tabelle VI. 


29 


. November 1926. 


Je 1 g Schweineleber in 4 cem Phosphat nach 3 Stun: 
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. Je lecem Glycerinextrakt aus Schweineleber in 4 cem 














Phosphat nach 22 Stunden. 
Ohne Zusatz 1 Natr. nuclein. (Boehringer) 
le - 
: ' NH ysN des Wertes N HysN des zuge- d. Leerwertes 
es be mg: bei Py 6,1 mg: hérig. Leerwertes bei Py 0,1 
l 12.2 52 102 836 438 
4.0 16.7 72 114 683 489 
2 24.4 105 138 566 592 
| 23.3 LOO 132 567 567 
Tabelle VIII. 
— 25. November 1926. Je 1 cem Glycerinextrakt aus Schweineleber in 4 cem 
Phosphat nach 12 Stunden. 
rc 
Ohne Zusatz +1 Natr. nuclein. (Boehringer) 
Pu NH sN des Wertes NH yeN des zuge- d. Leerwertes 
mg: bei Py 6,1 mg: horig. Leerwertes bei Py 6,1 
9.2 11.2 119 75 670 798 
3.5 8.1 86 75 926 798 : 
5.8 7.5 80 68.3 911 727 
6.1 9.4 100 62.9 669 669 
Tabelle 1X. 
Dezember 1926. Je 1 cem Glycerinextrakt aus Schweineleber in 4 cem 
lk Phosphat nach 20 Stunden. 
Ohne Zusatz +3 Natr. nuclein. (Boehringer) 
‘ PR NHN des Wertes NHN , des zuge- d. Leerwertes 
mg: bei Py 7.0 mg: hérig.Leerwertes bei Py, 7,0 
5.5 7.5 125 145 1933 2417 
1.0 6.0 100 53.3 SSS S88 
8,0 6.5 108 68.3 1051 1138 
Tabelle X. 
- s. Dezember 1926. Je leem Glycerinextrakt aus Schweineleber in 4 cem 
Phosphat nach 6 Stunden. 
erte Ohne Zusatz +1 Natr. nuclein. (Boehringer) 
Pa NH-N_ des Wertes NH gsN des zuge- d Leerwertes 
mg: bei Py 6.1 mg: hérig.Leerwertes bei Py 6,1 
31 5.0 83 33 660 550 
40 5.5 2 45 S18 749 
5 6.0 100 66 1100 1100 
6.1 6.0 100 63 1050 1050 
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Tabelle XI. 
18. Januar 1927. Je 1g Schweineleber nach 24 Stunden. 
In 4ccm Phosphat In 4ccom Lactat 
ohne Zusatz + 05°), Natr. nuclein. ohne Zusatz + 0,5 Natr 
: cei 3 és 

Ce Lt = ce 
Pu se ome 242 260 a2 
NHyN = = NHgsN 6.58 o2™ NHgN E2™ NHN ob 6 
E ef = 2 +8 = ts = 4 2 
Ba Cer, “3S oe os 
vy #8 é wes so -_ 2S 
<£ a= Pr] 2 fn 

mgs mys - mg. meg- 
5.5 33.9 115 62.4 184 211 17.0 57 30.4 179 
7.0 29.6 100) |) 413 140 140 | 21.0 ‘1 47.7 227 
8.0 21,2 72 | 48,7 | 230 165 29.7 100) 48,7 164 

185, — 
NH, 4 / 
j/ 
150} 





Abb. 1. 
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Phosphat + Nuclein. 
——— Lactat. 
Lactat + Nuclein 
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Tabelle XVIII. 4. Dezember 1926. Je lecem Glycerinextrakt a 
Schweineniere in 4cem Phosphat nach 8 Stunden. 
Ohne Zusatz +1 Natr nuclein. (Boehring: 
Pu NH ysN » des Wertes NHN des zuge- d. Leer 
mg bei Py 6,1 mg: hérig. Leerwertes bei p),, ¢ 
3,1 4.0 80 34.2 S55 OS4 
4.0 4.0 80 38.2 955 764 
5.5 5.0 100 46.5 930 G2 
6,1 5,0 100 44.1 SR2 SS2 
Tabelle XIX. 26. Januar 1927. 
Je 4ccm Lactatlésung 
} ohne Zusatz + 05° 9 Natr. nuclein 
) 
H 
NHN Anorg. P NHN , des sug Anorg 
mg: mge"/o mgs horig. Leerwertes mg: 
je 1g Schweineniere nach 24 Stunden. 
5.5 20,0 78.8 38,1 190 171 
7.0 14.3 75.5 37.1 260 171 
8.0 17,1 78.8 47.3 277 17 
Tabelle XX. 31. Januar 1927. 
Je 4ccm Lactatlésung 
ohne Zusatz + 0,5 °/, Natr. nuclein 
Pu . 
NHN Anorg. P NHN dee aman Anorg 
mg>' mg" 9 mg: hérig. Leerwertes mg: 


je | eem Extrakt aus Schweineniere mit physiologischer NaCl nach 24 st 


5.5 13,8 
7,0 11,3 
8,0 9,8 
‘ 


| 
| 
| 
| 
| 


Abb. 3. 





Phosphat 


——— Lactat. 





54.0 IS 4 206 
54.0 26.5 235 
54.0 27.5 281 
mo % 
alas A | 
a 
— ee at 
_— — 





Phosphat + Nuclein. 
Lactat + Nuclein. 


135 
135 
135 





die] 
Natr 
von 
lOSUD 
Lact 
NH,. 
eines 
trotz 
Lebes 
I ibe 
uf 

Abbil 
die | 
den | 
Optir 





Autolytische Ammoniakbildung in Geweben. III. 211 


Niere (Tabellen XIV bis XX, Abb. 3 und 4). Uberblicken wir die 
suche, die wir unter gleichen experimentellen Bedingungen wie 
Leberbrei und Leberextrakt diesmal mit Nierenbrei und Nieren- 
ikt ausgefiihit haben, so stimmen die Ergebnisse in diesen beiden 


Gruppen fast véllig miteinander tiberein. Das pg-Optimum der auto- 


chen Ammoniakanreicherung liegt analog zum Leberbrei und 

leberextrakt auch beim Nierenbrei und Nierenextrakt in der Nahe 
on pa = 5,5, allerdings wiederum nur bei Phosphatpufferung. Natr. 
uclein. wird durch Nierengewebe und Nierenextrakt ebenso des- 
midiert, wie durch Lebergewebe und Leberextrakt. Die gesetzmaBigen 
Bezichungen dieses fermentativen Vorgangs zu der jeweiligen H-lonen- 
konzentration einer als Suspensionsfliissigkeit verwandten Phosphat- 
pufferlésung decken sich in beiden Fallen restlos miteinander. Auch 
ler hemmende Zucker- und Lactateffekt auf die fermentative N H,- 
\bspaltung (mit oder ohne Zusatz von Purinkérpern) laBt sich im 
Nierenbrei in gleichem MaBe nachweisen, wie wir es in den einschlagigen 
Versuchen mit Leberbrei bereits gesehen haben. Allein die Verschiebung 
les pu-Optimums gegen die alkalische Seite zu, wie auch iiberhaupt 
lie spezifische Abhangigkeit des Desamidierungsprozesses von der 
H-lonenkonzentration sind bei Verwendung von Lactatpuffern im 
Nierenbrei und Nierenextrakt weniger ausgesprochen und auch nicht 
so konstant reproduzierbar, wie mit Leberbrei und Leberextrakt. Die 
fir den Lebereatrakt festgestellte Férderung der NH,-Abspaltung aus 
zugesetztem Natr. nuclein. unter dem EinfluB einer Lactatpufferung 
wigte sich bei gleicher Versuchsanordnung auch im Nierenextrakt 
Tabelle XVII, Abb. 4). 

Thymus (Tabellen XXI bis XXVII, Abb. 5 und 6). In bezug auf 
die rein autolytische Ammoniekbildung, auf die Desamidierung von 
Natr. nuclein. auf die Abhiangigkeit dieser fermentativen Reaktion 
von der H-lonenkonzentration einer Phosphat- oder Lactatpuffer- 
lisung, sowie auf den die NH,-Bildung hemmenden Zucker- und 
Lactateffekt bei Verwendung von Brei und auf die Férderung der 
NH,-Abspaltung aus Natr. nuclein. durch Lactat bei Verwendung 
eines Gewebsextrakts bieten Thymusbrei und Thymusextrakt 
trotz der Tatsache, daB diesmal Kalbsorgane verwendet wurden 
die gleichen Verhaltnisse dar, wie wir sie aus den Versuchen mit 
Leber-, Nierenbrei und -extrakt bereits im einzelnen kennengelernt 
haben. Zur Vermeidung von Wiederholungen méchten wir somit 
uf das dort Gesagte, sowie auf die zugehérigen Tabellen und 
Abbildungen verweisen. Hervorzuheben wire vielleicht nur noch 
die im Thymusbrei nicht immer klar zutage tretende, aber in 
den Grundziigen wohl doch stets erkennbare Verschiebung des px- 
Optimums gegen die alkalische Seite zu in den Versuchen mit Lactat- 

14* 
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Tabelle XX I11. 


4. Januar 1927. Je 1g Kalbsthymus nach 24 Stunden. 





Je 4ccm Phosphatlésung Je 4 com Lactatlésung 
ohne Zusatz + 0,5°,9 Natr. nuclein ohne Zusat + 0,5 °/9 Natr. nuclein 
— — ; “Tae = ; s 

st ry ou st ow 

- e 2 ts 6 ts 
a alc 22 eet 5 e2 Ena Sac 
NHsN 3g NHyN 28 CE™ NHyN| BE™ NHgN! 28 &3™ 
of a ve 2° x ef s- ef = 
2k Va FES ——_ & pel” Bh 

= c 4 U3 “2 | Ve 

mg-"/ 9 mg: 3 a mg), =~ mg-? 9 2|'=— 

5.5 68.6 133 193 281 375 32,1 62 152 | 474 295 

7.0 51,5 100 129 250 250 - | ;— 
8,0 53.6 | 104 | 116 298 225 55.7 108 | 120 | 215 233 
Tabelle XXIV. 
14. Marz 1927. Je 1g Kalbsthymus nach 24 Stunden. 

5.5 (5,6) *))) 29.6 112 45.8 | 155) 173 24,2 91 50,0 206) 189 

(7.0) 26.5 100 37,5 | 142; 142 21,7 82 52,5 242)| 198 

8.0 (7,6) 27,1 102 34,2 | 126 | 129 21,3 80 | 52,5 246) 198 


*) Die in Klammern befindlichen Zahlen geben den End-p,-Wert der Lactatpufferung an 
In den Phosphatlésungen stimmt der Endwert praktisch mit dem Anfangswert uberein. 


Tabelle XX V. 
15. Marz 1927. Je 1 cem Glycerinextrakt aus Kalbsthymus nach 24 Stunden. 
5.5 (4,5) 248 111 32,8 132] 146 17,6) 79 33,6 191 150 
7.0 (6,0) 224, 100 264 118) 118 15,2) 68 36,0 | 237. 161 
8.5 (7,8) 16,0 71 0=—- 22.4 | 140; 100 144) 64 32,4 225 145 
Tabelle XX VI. 


23. Marz 1926. Je 1 cem Glycerinextrakt aus Kalbsthymus nach 24 Stunden. 


93 27,6 183 171 18.9 117 51,9 275) 321 


5.5 15.1 

7.9 16.2 100 20.0 125, 124 17.3 107 86.2 325) 347 

8.0 17.3 | 107 i84 106) 114 19.5 120 41,1 211) 254 
‘ 


Tabelle XX VII. 
18. Dezember 1926. Je leem Glycerinextrakt aus Kalbsthymus 
nach 20 Stunden. 








In 4ccm Phosphatlésung In 4ccm Lactatlésung 
Pu “ohne Zusatz + 1%, Natr. nuclein obne Zusatz +1 Natr. nuclein. 
mg+"/o NH geN mg*°/y) NH -N mg-?/o NH,N mg+?!y NH sN 
5.5 2.0 11.3 3,0 50.3 
70 1.0 5,7 ae 
8.0 ” 6.5 3,0 49,0 
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pufferung. In diesem einen Punkte besteht somit zwischen Njcre 
Ww J . . ° . v . . 
und Thymusgewebe eine besonders auffallige Ubereinstimmung 
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Muskel (Tabellen XXVIII bis XXXII, Abb. 7 und 8). Eine aut: 
lytische Ammoniakbildung und eine Desamidierung von zugesetzten 
Natr. nuclein. findet auch im Muskelgewebe, eine N H,-Abspaltung 
aus Natr. nuclein. auch im Muskelextrakt statt. Die Ubereinstimmuny 
im Verhalten des Muskelgewebes und der bisher behandelten dr 
Gewebsarten besteht auch noch in zahlreichen anderen Punkten, » 
in bezug auf die Hemmung der N H,-Bildung durch Zucker und Lactat 
zusatze zum Gewebsbrei, oder auf die starke, sogar tiberschieBend 
Férderung der NH,-Abspaltung aus Natr. nuclein. in mit Lactat 
gemischen gepufferten Fermentlésungen, d.h. Gewebsextrakte: 
Andererseits bestehen aber diesmal auch einige wichtige, nicht 
vernachlassigende Abweichungen van der aufgestellten Norm. So ist 
die Intensitat der autolytischen NH,-Bildung oder die Desamidierwy 
von zugesetzten Purinkérpern im Muskelgewebe und Extrakt in de: 
Regel eine viel geringere als in den bisher untersuchten driisige: 
Organen. Die Beziehungen der H-lonenkonzentration zum ferme! 
tativen Vorgang, so auch das py-Optimum sind beim Muskelgewe! 
und Extrakt, selbst bei Phosphatpufferung, in unseren zahlreiche 
Versuchsreihen nicht mit der RegelmaBigkeit reproduzierbar gewese 
wie wir sie bisher zu sehen gewohnt waren. So viel diirfte jedoch 
Grund der vorliegenden Ergebnisse wohl feststehen, daB das py-Optimu 
der autolytischen N H,-Bildung im Muskel nicht bei pa = 5,5, sondern 
mehr im alkalischen Bereich, etwa um pq 7,0 bis 8,0 liegt. Auch «i 
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Tabelle XXX. 


16. Februar 1927. Je 4ccm Phosphatlésung + je 1g Schweine: 
nach 21 Stunden. 





Obne Zusatz 


Pu NHgsN °') des Wertes NH gsN 
mg: bei Py 7,0 mg+"/o 
55 14.1 69 20,2 
7.0 205 100 22.5 
8.0 24.9 121 25,6 


Tabelle XXX1. 


18. Februar 1927. Je 4cem Phosphatlésung 
nach 20 Stunden. 


6,1 13,3 111 12,0 
7,0 12.0 L100 18,7 
8,0 14,7 122 16,0 


Tabelle XXXII. 


bo 
or 


muskel (besonders rasch verarbeitet) nach 20 Stunden. 


6,1 10.3 93 14.3 
7,0 11,1 100 15,0 
8.0 11,8 106 16.7 


a 
mq 7o 
Win JN 











Desamidierung des Natr. nuclein. unter dem EinfluB von Musk 
gewebe und Extrakt besitzt ihren Héhepunkt, ihr Optimum, im gleichen 


alkalischen py-Bereich. 


Es erhebt sich nun die Frage, ob den letztgenannten Unterschieden 
in erster Linie der Verschiebung des pg-Optimums, eine so groBe Be- 
deutung zukomme, da8B wir dadurch fiir das Muskelgewebe eine vo 
den iibrigen untersuchten Gewebsarten véllig abweichende Form et 
autolytischen NH,-Bildung und besondere selbstandige Beziehungen 
Die zahlreichen tibrigen 


zum Purinstoffwechsel postulieren miiBten. 


. Februar 1927. Je 4ccem Phosphatlésung + je 1g Meerschweirn 
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\nalogien, die das Muskelgewebe in diesem Teilvorgang mit dem Leber-, 
Nieren-, Thymusgewebe aufweist, lassen wohl schon von vornherein 
gewisse Zweifel an der Berechtigung dieser Annahme aufkommen. 
Besteht nun die von Embden geiuBerte Ansicht, wonach das Muskel- 
smmoniak auf die Desamidierung von Adenosinphosphorsaure zuriick- 


sufiihren sei, tatsachlich aber zu Recht, so ist damit — trotz der er- 
wabnten Unterschiede — auch die grundsatzliche Identitat der auto- 


lytischen Ammoniakbildung im Muskel und in den driisigen Organen 
sicher erwiesen. Denn nach unseren eigenen Untersuchungen und 
Deduktionen diirfte auch in den driisigen Organen, so in der Leber, 
Niere und Thymus das Ammoniak vornehmlich aus dem gleichen 
Nucleosid, aus Adenosin entstehen. Den besprochenen Differenzen 
kénnen wir demnach nur eine untergeordnete Bedeutung beimessen'). 


Tabelle XX XIII. 


1. Februar 1927. Kaninchenblut nach 5 Stunden. 





Ohne Zusatz + 0,1 °'o Natr. 


nuclein. 
0, gesattigt . 2... 1.4 1,6 | o 
CO, gesattigt . ... 1,04 0,9 me" 0 5 ian 


5. Februar 1927. Kaninchenblut nach 7 Stunden. 


QO, gesittigt . . . . « 1,1 18 , . : 
» ened + +" | ng-% NHgs-N 
CO, gesattigt .... 0,86 0,81 | 


Blut (Tabelle XX XI11). Die von Parnas und seinen Mitarbeitern 
genauer studierte ,,autolytische NH,-Bildung im Blute konnte von 
uns am Kaninchenblut bestatigt werden. Das pqg-Optimum fanden wir 
in Ubereinstimmung mit Parnas im alkalischen Bereich. Zusatz von 
Natr. nuclein. blieb auf die NH,-Anreicherung im Blute ohne EinfluB. 
Aus dem komplexen Natr. nuclein. konnte demnach das Blut, im Gegen- 
satz zu den tbrigen untersuchten Geweben, kein Ammoniak abspalten. 
Der negative Ausfall dieser Versuche spricht aber noch nicht unbedingt 
gegen jede Beteiligung von Purinkérpern an der N H,-Bildung im Blute. 
Wir miissen vielmehr mit der Méglichkeit rechnen, daB ein weniger 
komplexes Purinderivat, so ein Nucleosid oder eine freie Purinbase, 
durch das Blut doch noch desamidiert werden kann. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 
In den vorhergehenden, ausfiihrlich besprochenen und erliuterten 
Versuchsreihen gelang es uns, den Beweis zu liefern, daB Leber-, Nieren-, 
Thymus-, Muskelgewebe und ebenso auch die aus diesen Organen 


*) Die Méglichkeit der Desamidierung anderer Purinkérperderivate 
méchten wir indessen nicht in Abrede stellen. 








218 P. Gyorgy u. H. Roéthler: 


hergestellten Extrakte, das kaufliche Natr. nuclein. und auch (das 
Adenosin, mithin ein Nucleosid, zu desamidieren vermégen. — | jex; 
fermentative Abspaltung aus zugesetzten Purinkérpern und dic rei 
autolytische Ammoniakbildung weisen nun aber in ihrem Verlaut 

ihren Beziehungen zur H-lonenkonzentration — in diesem Punky 
mit geringer Abweichung beim Muskelgewebe —, sowie ihrer spezifischen 
BeeinfluBbarkeit durch Zucker- und Lactatzusatze, eine so weitgehend 
Ubereinstimmung auf, daB wir angesichts der driickenden Fiille diese; 
wenn auch nur indirekten Beweismomente nicht anstehen, schon diy 
rein autolytische Ammoniakbildung mit dem zellularen Purinstoff 
wechsel in kausalen Zusammenhang zu bringen. Die Muttersubstanz 
des Gewebsammoniaks wiirde somit innerhalb der Reihe der Purin 
kérper, vermutlich unter den Nucleosiden zu suchen sein, und zwar 
ohne Ausnahme in allen von uns untersuchten, fermentativ aktiy 
gefundenen Geweben. Die zugehérigen Desamidasen sind im Purinstoff 
wechsel schon seit langem bekannt, ihre Bedeutung fiir die omnizelluliin 
Ammoniakbildung geht jedoch erst aus den vorliegenden Untersuchungen 


hervor. Von Interesse und mit unseren Ergebnissen in gutem Einklang 


steht eine altere, von uns eingangs schon kurz gestreifte Beobachtung 
Kutschers baw. Jones (|. c.), wonach im Thymusbrei eine Ammoniak 
anreicherung hauptsachlich bei saurer Reaktion stattfinden soll. 

Die von uns befiirwortete Annahme kausaler Beziehungen zwischen 
Purin- und Ammoniakstoffwechsel diirfte auch fiir den gesamte: 
Zellchemismus noch einige wichtige Ausblicke eréffnen. So miifte: 
wir im Ammoniakstoffwechsel — als zum Purmstoffwechsel gehérig 
einen Teilvorgang des Zellkernchemismus erblicken und ihn dement 
sprechend in den Zellkern verlegen. Die oben ausfiihrlich erértert: 
Verkoppelung der Ammoniakbildung mit glykolytischen Zellprozessey 
so auch die BeeinfluBbarkeit der NH,-Abspaltung durch Lactat- un‘ 
Zuckerzusiittze, sprechen weiterhin dafiir, daB auch die Glykolys 
zumindest mittelbar. mit der Lebenstatigkeit des Zellkerns in engsten 
Konnex steht. Glykolyse, Purinstoffwechsel und Ammoniakbildung 
letzten Endes also bestimmte Teilvorgange des organischen (und zwar 
des Kohlehydrat — und des N —) und des anorganischen Stoffwechsels 
lassen sich somit unter einem gemeinsamen Gesichtswinkel betrachte! 

Die autolytische Ammoniakbildung fand bei unserer Versuch 
anordnung unter anaeroben Bedingungen statt und stellt demnac! 


mehr oder weniger nur eine Absterbeerscheinung dar. Bedenken wii 
nun aber — worauf Embden erst vor kurzem mit Recht hinwies 

..daB immer wieder solche Vorginge, die urspriinglich als Abster! 
erscheinungen aufgefunden wurden, spater als Begleiterscheinung:! 
der Tatigkeit erkannt werden konnten™, so diiuften wir kaum zéger 
die von uns fiir die autolytische NH,-Bildung erkannten Sclhilu! 
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rungen auch auf die Verhaltnisse in vivo zu tibertragen. Dies um 
so mehr, weil nach neueren tibereinstimmenden Literaturangaben, die 
wir cingangs bereits kurz besprochen haben, die N H,-Bildung tatsachlich 
mu den konstanten Lebenserscheinungen der Zellen und der Gewebe 
gehort. Die Tatsache, daB wir auBer der Desamidierung von Purin- 
kirpern — von der Histidase abgesehen — fiir das Gewebsammoniak 
bisher keine andere Entstehungsméglichkeit namhaft machen konnten, 
spricht allein schon dafiir, daB die aerobe, physiologische und die 
mnacrobe, so auch die von uns studierte autolytische Ammoniakbildung 
keine prinzipiell verschiedene Reaktionen darstellen. Auf die Richtigkeit 
dieser unitaristischen Betrachtungsweise deutet auch der Umstand hin, 
daB die Beziehungen der Ammoniakbildung zur Glykolyse nach den 
einschlagigen Untersuchungen Warburgs') (l.c.) unter aeroben und 
maeroben Bedingungen stets identisch sind.  Freilich werden eine 
endgiiltige Entscheidung in diesem Punkte nur direkte Purin- und 
NH,-Umsatzbestimmungen im iiberlebenden Gewebe zu_ erbringen 
vermogen. 

Zusammenfassung. 


1. Leber-, Nieren-, Thymus- und Muskelgewebe und die aus diesen 


Organen hergestellten Extrakte vermégen aus Natr. nuclein. und auch 
wus Adenosin Ammoniak abzuspalten. Im Blute lieB sich eine Des- 
imidierung des Natr. nuclein. nicht feststellen. 

2. Die Ammoniakabspaltung weist in ihrem Verlauf, in ihrer 
\bhangigkeit von der H-lonenkonzentration, sowie in ihrer BeeinfluB- 
barkeit durch Zucker- und Lactatzusatze das gleiche Verhalten auf, 
wie die rein autolytische zusatzfrei erfolgte N H,-Bildung in den gleichen 
Geweben. 

3. Das py-Optimum der Desamidierung liegt bei Phosphat pufferung 
in der Nahe von py 5.2 bis 5,5. Das Muskelgewebe zeigt in diesem 
einen Punkte eine geringe Abweichung von der Norm; hier ist das 
py-Optimum etwas gegen die alkalische Seite verschoben. 

4. Auf Grund der weitgehenden Analogien zwischen autolytischer 
NH,-Bildung und NH,-Abspaltung aus Purinkérpern fiihren wir die 
autolytische und mit Vorbehalt der Bestatigung durch weitere, mehr 
direkte Beweise auch die physiologische N H,-Bildung in den Geweben 
uf einen Teilvorgang im Rahmen des Purinstoffwechsels zuriick. Die 
zellulare Ammoniakbildung wiire dann eine besondere LebensauBerung 
des Zellkerns. 

5. Auf die Beziehungen des Ammoniakstoffwechsels zur Glykolyse 
und Atmung wird hingewiesen. 


') Von uns in bisher unverdéffentlichten Versuchen bestatigt. 











Vom Wesen der Brenztraubensiure-vergirung'), 
Von 
Carl Neuberg und Ernst Simon. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahle: 
Mit 18 Tabellen. 

Die neueren Anschauungen iiber den Verlauf der alkoholische: 
Garung und verwandter biologischer Zuckerspaltungen ranken sich 
soweit die letzten Phasen dieser Abbauprozesse in Betracht kommen 
um zwei Tatsachen®). 


Eine derselben ist die im Jahre 1911 beschriebene Vergdrbarkeit 


der Brenztraubensdure, die im Sinne der Gleichung CH, .CO .COOH 
CH,.CHO-— CO, in Acetaldehyd und Kohlendioxyd durch ei 
weitverbreitetes Ferment, die Carborylase, zerlegt wird. Die ander 


Tatsache ist die im Jahre 1913 festgestellte biologische Angreifbarkei! 


des Brenztraubensdurealdehyds, des Methylglyoxals; diese Substanz wir! 


durch ein nahezu ubiquitares Enzym der tierischen und pflanzlichen 
Zellen zur Milchséure hydratisiert: CH,.CO.COH — H,O CH, 


.CHOH .COOH. 

AuBer den Hefen haben sich manche andere Mikroorganismen 
Bakterien wie Pilze — als befahigt erwiesen, die Brenztraubensaun 
zu spalten, und zugleich wuchs unser Wissen von den Zellarten, di 
Milchséure aus Methylglyoxal erzeugen. Fiir die typischen bakterielle: 
Erreger der reinen*) sowie gemischten*) Milchsaéuregirung, fiir dis 
Gewebe griiner Pflanzen, welche unter anaeroben Bedingungen <div 
sonst nicht in Erscheinung tretende Milchsaure liefern, ferner fiir ir 


') Vorgetragen in der Sitzung der deutschen chemischen Gesellschiatt 
am 16. Mai 1927. 

*) Literatur s. bei C. Newberg, Monogr. Jena 1913 und in Oppe 
heimers Handb. d. Biochem., 2. Aufl., Band II. Umsatz der Kohlen- 
hydrate, S. 442, 1924; ferner bei C. Neuberg und M. Kobel in Abderhalden- 
Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. IV, Teil 1, S. 593, 1927. 

3) C. Neuberg und G. Gorr, diese Zeitschr. 166, 482, 1925; C. New! 
und E. Simon, ebendaselbst 186. 331, 1927. 

*) C. Neuberg und G. Gorr, ebendaselbst 162, 490, 1925. 
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hwulstzellen, deren so charakteristische Stoffwechselleistung nach 

\}arburg in der massenhaften Erzeugung von Milchsaure besteht 
fur sie alle ist ein Gehalt an Ketonaldehydmutase, d. h. an jenem 
Ferment festgestellt worden, das den labilen Ketonaldehyd Methyl- 
vivoxal zur Milchsaure  stabilisiert. 

\uf Grund dieses umfangreichen experimentellen Materials gewann 
lie Theorie an Boden, daB Brenztraubenaldehyd wie Brenztraubensdure 
bedeutungsvolle Zwischenprodukte der biochemischen Zuckerspaltung 
bilden. Stdndige Wiederkehr der Erscheinungen und quantitativer Verlauf') 


ley (msetzungen sind es gewesen, die nach Zahl und MaB diesen ein- 
fachen Grundformen des Stoffwechsels ihre Bedeutung verliehen haben. 
\Veiterhin lassen kinetische Auswertungen, die O. Meyerhof einerseits und 

Auhn andererseits jiingst vorgenommen haben, keinen Zweifel daran, 
lab die Schnelligkeit jener Methyviglyoxal-umwandlung gréBer ist, als 

der regelrechten glykolytischen Umwandlung von Zucker in Milch- 
-aure: demnach widerspricht auch vom physikalisch-chemischen Stand- 


punkte nichts der Annahme, daB Methylglyoxal in der Norm das 
Zwischenprodukt darstellt. Es sei auch erwahnt, daB Methylglvoxal, 
venngleich noch nicht in befriedigenden Ausbeuten, bei Zuckerspalt ungen 
soliert worden ist, naimlich von Fernbach (1910), Awbel (1921), Toenniessen 
nd Fischer (1926) sowie von uns selbst in Aufarbeitung des 1920 auf- 
yestellten Programms, und zwar mit einem Vertreter der wenig giftigen 
Hydrazinbasen (Sulfo-carbaminsaure-hydrazid), auf die wir damals 
als geeignete Abfangmittel verweisen konnten?). 

Es war eine Gutschrif/t auf das Konto der Brenztraubensdure-theorie, 
laB es mit Hilfe der Abfang-methoden gelang, die von der Theorie ge- 
forderte Acetaldeh yd-stufe der Garung zu fixieren. Wir kennen bis heute 
keine andere Substanz als Brenztraubensaure, die unmittelbar und in 
einfacher Reaktion auf biochemischem Wege Acetaldehyd liefert. 
Wiederum sind es Umfang und Hdufigkeit des carborylatischen Pro- 
vases gewesen, die ihm Beachtlichkeit eintrugen. Mit Hilfe unseres 
ersten Abfangverfahrens, das sich der sekundaren schwefligsauren 
Salze bedient, ist in einer Ausbeute, die angesichts eines Eingriffs 
n den physiologischen Fundamentalvorgang als auBerordentlich be- 
deutend bezeichnet werden muB, namlich in 80°, der theoretischen 
Menge, Acetaldehyd bei der alkoholischen Zuckerspaltung gefaBt 
\ber nicht allein die iiberzeugende Quantitaét, der gewaltige Ertrag 


') Uber die quantitative Spaltung sich umsetzender Brenzt raubensdure 
die Angaben von C. Neuberg und A. v. May (diese Zeitschr. 140, 299, 
1923), iiber die quantitative Dismutation des Methylglyoxals s. C. Neuberg 
md G. Gorr (ebendaselbst 162, 490, 1925) sowie C. Newberg und EF. Simon 
bendaselbst 186, 331, 1927). 
*) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 106, 286, 1920. 

















222 C. Neuberg u. E. Simon: 


an Aldehyd, war entscheidend, sondern zugleich die Aufdeckung 
zur Oxydationsstufe Acetaldehyd korrelativen Reduktionsphase.  }) 
diese in Gestalt des Glycerins in aquivalenter Menge isoliert 

so hatten wir damit den ersten und unanfechtbaren Beweis fii 
oxydo-reduktiven Charakter des Garprozesses erbracht.  Indem « 
Rolle des Acetaldehyds als eines primaren Zerfallsproduktes si: 
gestellt war, entfielen nunmehr die Einwande, die E. Buchner, K. La) 
held und S. Skraup') gegen ivgend eine Bewertung?) jener bedeutungs 
losen und unter nicht stichhaltigen Versuchsbedingungen (von Rovs, 
Trillat und Sauton, Kayser und Demolon, Kostytschew, Ashdown iy 
Hewitt sowie anderen) beobachteten Aldehydspuren mit vollem Recht 
in bezug auf das eigentliche Garungsproblem geliend gemacht halon 
Mit der gleichen Abfangmethode sowie mit Hilfe unseres zweiten Abf 
verfahiens, der Dimedon-methode, ist der Acetaldehyd dann als Dure} 
gangsstufe zutage geférdert bei den Garungsvorgingen, die dure! 
viele andere Zellaiten, auch durch tierische, ausgelést werden. 

Das Interesse an diesen Erscheinungen stieg durch die Feststellunye: 
daB die Zerlegung der Kohlenhydrate durch Monilien, Mucoraceen, Torw! 
sorten, Endomycesarten, daB ferner die Buttersduregdrung, die ihr ve 
wandte Cellulosevergdrung, die Acetongdrung, die Essiggdrung. div 
Spaltung des Zuckers durch die Bakterien aus der Coli-Aerogenes-Gru jj 
sowie durch Ruhrbazillen den Weg iiber Acetaldehyd nehmen 

Als der alkoholischen Garung verwandt betrachten wir gege 
wartig die sogenannte intramolekulare Atmung der Pflanzen und dv 
Vorgdnge inder Muskulatur. Hier haben unsere Abfang-verfahren eben!s 
eine AbbaustraBe tiber den Acctaldehyd aufgezeigt. 

Im Acetaldehyd und der Brenztraubensiure liegen — losgelist 
von jeder Theorie — Stufenabsiitze vor, die unzweifelhaft biologise! 
Stationen ersten Ranges sind. Diese sind auBerdem die Knotenpunkt: 
an denen in die Brenztraubensaure ein Abbauweg des EiweiBes und des 
Fettes miinden; die Hauptplatze sind zugleich Orte, von denen Briicke: 
wieder in das Reich der Proteine*) und der Lipoide fiihren. 

Somit konnte zusammenfassend Fr. Knoop*) es unlangst fiir cin 
Grundphinomen des Stoffwechsels erklaren, daB Ab- und Aufbau de 


1) E. Buchner, K. Langheld und 8S. Skraup, B. 47, 2552, 1914. 

2) Es muB bemerkt werden, daB die meisten nachstehend erwalut 
Autoren ihre Befunde richtig gar nicht anders als sekundare Ersc! 
nungen eingeschatzt haben. 

8) Vel. hierzu die durch ihren Mechanismus bedeutungsvollen Um- 
wandlungen von Alanin und Asparaginsiure in Pyruvinat, die 1/. P 
mann und F, Stern (Ann. 448, 20, 1926) sowie M. Bergmann, E. ki 
und A. Miekeley (ebendaselbst 449, 135, 1926) in grundlegenden l 
suchungen auf rein chemischem Wege verwirklicht haben. 

4) FP. Knoop, Miinch. med. Wochenschr. 73, 2151, 1926. 
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Hauptnahrstoffgruppen, der Kohlenhydrate, Fette und Proteine 
ren Verlauf gemeinsam tiber Bienztraubenséure und Acetaldehyd 

rh 

rgegenwartigt man sich weiter, daB nach recht zahlreichen und 

mten Angaben verschiedener Forscher - wie W. Palladin. 

nin und Lowtschinowskaja (1915), Fernbach und Schoen (1913), 
vijerinck und Folpmers (1916), Mazé und Ruot (1916), Grab (1921), 

hapman (1921), Cambier (1922), Aubel (1923), Kayser (1923), Quastel 
1024), Berthelot (1924), Cagan (1926), Mosca F. Traetta (1926) 
Brenztraubensaure, zum Teil sogar in wesentlichen Mengen, bei Abbau- 
rozessen isolieit worden ist, so erwuchs uns aus der geschilderten 
situation die Pflicht, die experimentellen Grundlagen dieses Problems 
mer wieder zu pitifen und festzustellen, ob mit der fortgeschrittenen 
ykenntnis die gezogenen SchluBfolgerungen im Einklange stehen. Auf 
ese Frage jetzt einzugehen und aus der Zahl unserer angesammelten 
Beobachtungen neue Einzelheiten mitzuteilen, geben uns Veran- 
ssung zwei vor kurzem erschienene Verdéffentlichungen der Herren 
H. Haehn und M. Glaubitz'), die vom physiologischen Standpunkt aus 
ler Meinung Ausdruck verliehen haben, die Brenztraubensaure sei 
n solehes Gift, daB sie als biologisches Zwischenprodukt der alkoholi- 
when Zuckerspaltung nicht ohne weiteres in Betracht komme und 
beidem langsamer vergoren werde als Zucker. 

Es ist klar, daB ein Zwischenprodukt mindestens mit derselben 
Leschwindigkeit umgesetzt werden mu, wie das Ausgangsmaterial, 
wenn man ihm die Rolle eines Intermediargebildes zuerkennen will. 

Die genannten Autoren haben u. a. Versuche beschrieben, die 
folgendermaBen ausgefiihrt wurden: 


Sie verglichen: bei 30° die Gargeschwindigkeit einer 1° igen 


Traubenzuckerlésung mit der Gargeschvindigkeit einer 1° igen 
Lisung von Brenztraubensaure, indem sie in beiden Fallen auf 100 cem 
ler Substratlésung 5g lebende Hefe zur Anwendung bringen. 
Brenztraubensiure ist eine sehr kraftige Saure, ihre | °,ige Lésung 
st beinahe von der Starke einer n/10 H,SO, 
Dabei ist es in der Tat nicht méglich, die Brenztraubensdure durch 
ebende Erreger mit derselben Geschwindigkeit umzusetzen wie Zucker. 
Halt man aber die Reaktion nach dem Prinzip der Pufferung 
xonstant bei der Wasserstoffionen-konzentration, die optimal fiir die 
koholische Zuckerspaltung ist, nimlich bei etwa py 5, so kénnen 
wir finf Bedingungen angeben, unter denen die Brenztraubensaure das 
Postulat der Theorie erfiillt, schneller als Glucose oder ebenso schnell 


1) H. Haehn und M. Glaubitz, Chemie der Zelle und Gewebe 13, 86, 
#26; Ber. 60, 490, 1927. 

















224 C. Neuberg u. E. Simon: 


wie sie \vergoren zu werden. Es sind dieses die Anwendungen yoy 
Trocken-hefe, von Aceton-hefe, von Alkohol-Ather-hefe, von Hefen-max 
rationssaft sowie von frischer Hefe in Gegenwart von Toluol. 

Die Aufzahlung dieser fiinf Hefenzubereitungen zeigt bereits. «af 
eine Bedingung erfillt werden mub, um den glatten enzymatischey 
Zerfall der Brenztraubensiure zu gewahrleisten: Das ist namlicl) dj, 
Regelung der Permeabilitdtsfrage. Die Hefenzelle ist diffusibel fiir Zucke 
sie ist beschrankt oder vermindert durchlassig fiir Brenztraubensiw 
Wenn man nun Trockenhefe, Acetonhefe, homogenen!) Hefenmay 
rationssaft usw. benutzt, so fallen die Unterschiede in der Permea}ilita: 
fort, weil bei allen diesen Hefenpriparaten die Zellwand geniigend 
lockert, durchlichert oder beseitigt ist. Gleich uns haben auch H. v. Euley 
und die Forscher aus seiner Schule, die das Verhaltnis von (iar. 
geschwindigkeit der Brenztraubensiure zur Gargeschwindigkeit de 
Glucose mehrmals einer sorgfaltigen Priifung unterzogen haben, de: 
von ihnen so genannten N-Quotienten stets gréBer als 1, d. h. die Ga 
geschwindigkeit der Brenztraubensdure betrdchtlicher als die von Zucke 
gefunden®?). 

Bei der allgemeinen Bedeutung dieser Verhiltnisse haben wi 
neue Versuche vorgenommen. Aus theoretischen Griinden war es vor 
zuziehen, Lésungen derselben Molaritaét zu vergleichen und dam 
natiirlich 2 Mol Brenztraubensaure (C,H, O,) einem Mol Zucker (C, H,, 0, 
gleichzusetzen. Wir stellen also in Parallele die vergleichende Vergarung 
einer 0,88°,igen Brenztraubenséure (m/10) und die einer 0.9 ° igen 
Glucose (m/20). Wie man sieht, weicht die Konzentration nicht i: 
irgendwie in Betracht kommender Weise von der zu 1°, bemessene 
der erwihnten Autoren ab. Im Gegensatz zu ihnen haben wir aber 
in beiden Fallen die Vergirung bei der gleichen Wasserstoffionen- 
konzentration von py 5 vorgenommen. UnterlaBt man di 
Pufferung der Brenztraubensiure, so ist es klar und JaBt sich auc 
durch das Experiment demonst ‘ieren, was angerichtet wird, wenn ma: 
so vorgeht wie Haehn und Glaubitz es getan haben. 

5g frische Hefe, wie sie die Autoren verwenden, enthalten nac! 
den Analysen des Instituts fiir Garungsgewerbe 1,25 g Trockensubstan 
und diese besteht nach den Feststellungen*) der gleichen Anstalt 
(Hayduck, Heinzelmann, Schénfeld und Rommel) zu rund 50° aus Eiweil 

1) Von dem von Buchner und Abderhalden festgestellten Gehalt des 
Hefensaftes an lebensfahigen Zellen kann hier abgesehen werden. 

*) H. v. Euler und S. Karlsson, diese Zeitschr. 180, 550, 1922; FE. / 
berg, ebendaselbst 182, 129, 1922; R. Nilsson und E. Sandberg, ebendaselb=! 


174, 111, 1926. 
3) Zitiert nach Euler-Lindner, Chemie der Hefe, 8.62; Kiby, Pi 
hefefabrikation, S. 246; Kdénig, Nahrungs- und Genu®mittel 2, 1159, 104 
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Man muB annehmen, da dieses Protein in der lebenden Hefenzelle nicht 
lenaturiert, sondern gelést ist. 

Wir versetzen bei Zimmertemperatur 0,625 g durch Mazeration 
“on Trockenhefe gewonnenes koagulables HefeneiweiB, die sich in 15 cem 
Losung befinden — entsprechend den Angaben von Haehn und Glau- 
itz mit Ig Brenztraubensaiure. Nach kurzem Stehen bei Zimmer- 
wemperatur erfolgt eine fast vollkommene Gelatinierung, eine Koagu- 
ition baw. irreversible Saurefallung des Hefenproteins. In Wirklichkeit 
wird der Effekt bei der von den erwaihnten Autoren gewahlten Ver- 
garungstemperatur von 30° noch starker sein; denn 0,625 g¢ EiweiB 
befinden sich eingeschlossen in 1,25 g Hefe, also auf einem sehr engen 
Raume. In dem Grade, wie die Brenztraubensaure die Zellwand, wenn 
weh langsam, durehdringt, muB auf dem kleinsten Platze sich im 


Prinzip dasselbe ereignen, wie in der Lésung des HefeneiweiBes. Schon 


vor Jahren haben E. Buchner und M. Hahn sowie zahlreiche andere 
Forscher dargetan, daB Sauren bereits in schwacher Konzentration das 
HefeneiweiB flocken'), und es laBt sich zeigen, daB auch bei einer 
Verminderung der Brenztraubensaure-konzentration, d. h. bei einem 
Gehalt unter 1°, selbst beim Ausbleiben sichtbarer Koagulationen 
Veranderungen in dem Zustand der HefeneiweiBlésung und an den ihr 
enthaltenen Fermenten eintreten, die ultramikroskopisch wahrnehmbar 
sind. Diese Verhialtnisse sind gegeben, wenn man so vorgeht, wie es 
4. Lebedew*) tut. Er arbeitet, wenn man seine Zahlen umrechnet, 
mit Ansétzen von Hefensaft, die in bezug auf Brenztraubensdure 
0.7°,ig sind. 

Wie vorauszusehen war, unterscheiden sich soleche Gemische hin- 
sichtlich Ausflockung der in ihnen enthaltenen Hefenproteine nicht 
wesentlich von einem Ansatz, der 088°, freie Brenztraubensaure 
enthielt. Fiigt man namlich, konform mit Lebedew, zu 24 cem Saft 
(.166 g Brenztraubensaiure, gelést in 1 cem Wasser, so bemerkt man 
eine momentane Flockung, und beim Einhangen des GefaiBes in einen 
Thermostaten bei 30° erfolgt eine weitgehende Koagulation. In ab- 
geschwachtem MaBe tritt das gleiche Phanomen ein, wenn man zu 24 ccm 
Saft 0.1 g Brenztraubenséure in 1 ccm Wasser fiigt. Die dann 0.4% 
freie Brenztraubensaure aufweisende Mischung triibt sich augenblicklich ; 
wahrend des Stehens bei 30° sowohl wie bei Zimmertemperatur kommt 
es zu einer starken Ausflockung, die bei 30° schon innerhalb 5 Minuten 


1) Buchner-Hahn, Zymasegirung, 8.72; E. Buchner und F. Klatte, 
liese Zeitschr. 8, 533, 1908; J. Meisenheimer, St.Gambarjan und L. Semper, 
ebendaselbst 54, 109, 1913; C. Neuberg, ebendaselbst 71, 25, 1915; 
1. Wréblewski, B. 31, 3218, 1898; P. Thomas, Ann. Inst. Past. 35, 
43, 1921: H. Liiers und F. Ottensooser, diese Zeitschr. 148, 130, 1924. 

*) A. Lebedew, Fermentforschung 9, 81, 1926. 
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als ein dickes Gerinnsel wahrgenommen wird. Uber das ganz andey 
Aussehen der Hefensaéfte nach vorangehender Pufferung sowie jibe; 
das Verhalten der freien und gepufferten Brenztraubensaure in Hefe; 
mazerationssaft werden weiter unten (s. 8.233) Angaben gemach 

Man kann sich vorstellen, daB der langsame Durchtritt von Brey; 
traubensaiure durch die Membranen lebender Zellen gerade mit jene; 
in sogenannten Zymaselésungen demonstrierbaren EiweiBflockunge: 2), 
sammenhangt, und es kann daher nicht wundernehmen, daB die Brenz 
traubensiure mit frischen Hefen langsamer vergart als der |eich 
permeable, keine Poren verstopfende und dabei in chemischer Hinsic}): 
fiir die Zelle ,neutrale’* Zucker. Natiirlich ist die EiweiBflockung nich; 
der allein maBgebliche Faktor; denn auch gepufferte Brenztraubensauy 
wird durch lebende Hefe weniger schnell zerlegt, da sie langsame 
eindringt. Man wird aber weiter in Betracht zu ziehen haben, daj 
diese zu den verschiedensten Umsetzungen neigende Ketonsaure auc} 
als Salz bei weitem nicht die Indifferenz von Zucker besitzt. Fix 
sie gilt jedenfalls der von uns schon 1913 gewiirdigte und jiings: 
auch von anderen Autoren hervorgehobene Gesichtspunkt, ,.da es 
fiir physiologisches Geschehen einen groBen Unterschied bedeutet, ob 
ein Stoff zugesetzt wird, oder von Natur an richtiger Stelle und 
jeweils in geniigender Menge entsteht*'!). 

DaB eine Saure von der Starke der Brenztraubensaure in héhere: 
Konzentration fiir lebende Zellen giftig ist, erscheint als eine Selbst 
verstandlichkeit. Haehn und Glaubitz (|. c., Chemie der Zelle und (« 
webe) heben hervor, daB 1°, ige Brenztraubensiurelésungen darin sus. 
pendierte Hefenzellen zur Abtot ung bringen. Wir meinen, man sollte 
solchem Vorgehen nicht von Untersuchungen ,,vom biologischen Stand 
punkt aus“ sprechen. Wir glauben vielmehr, daB es sich hier um new 
Beitrage zur Toxikologie der ungepufferten Brenztraubensaure handelt 
daB aber die von den Autoren gewahlte Versuchsanordnung unzulanglic! 
fiir eine Entscheidung physiologischer Fragen ist. Die Autoren ver- 
fahren namlich etwa so, als ob man einem Menschen — wobei wir nich! 
das Gewicht von Mensch und Hefe in Beziehung setzen, sondern nw 
die resorbierende Oberfliche von Hefe und Magen-Darm-Kanal ver 
gleichen wollen — ungefahr einen Liter 1 °,,ige Schwefelsaure au trinke: 
geben wiirde. Damit bringt man den Menschen um, wahrend mai 
seit Glaubers Entdeckung (1661) weiB, daB man die Aquivalent 
Menge neutralisierter Schwefelsiure, beispielsweise als Glauber- ode: 
Bittersalz, ohne Schaden vertragt. 

Nach H.H. Meyer und R. Gottlieb?) kann von den Salzen 
Na,SO, + H,O oder Na,SO, + 10H,O oder MgSO, + 7 H,' 


') C. Neuberg, Monogr., 8. 14. Jena 1913. 
*) H. H. Meyer und R. Gottlieb, 3. Aufl., S. 192, 1914. 
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nzeldosis 30g betragen. Dasselbe findet man bei FE. Poulsson') 
ben. 

schon 12 Jahre vor der Mitteilung von Haehn und Glaubhitz hat 

ne von uns*) folgende Versuche beschrieben. 

Wenn man Hefe mit der zehnfachen Menge 2 ° ,iger Traubenzucker- 
sung und vergleichsweise mit 2°,iger Brenztraubensdurelésung 24 
js 28 Stunden bei 37° digeriert, die Hefe sodann durch Zentrifugieren 
ammelt und auswascht, so zeigt sich ganz regelmaBig, daB die mit 
Brenztraubensaure vorbehandelten Hefen jegliche Garkraft verloren 
haben, Wahrend die ,,Zuckerhefen* ihre normale Wirksamkeit entfalteten. 
jusdriicklich haben wir bereits damals hervorgehoben, daB dieser 
Effekt nur der freien Brenztraubensaure eigen ist. ,,2°,ige Brenz- 
traubensaéure, die durch Moderatoren abgestumpft ist, beeinfluBt die 
sorbehandelte Hefe nicht anders, als 2°,ige Traubenzuckerliésung, 
, sie schadigt die Zymase weniger als die Vorbehandlung mit Zucker’. 


Die Pufferung war zu jener Zeit mit dem alkalischen Di-kalium- 
yhosphat (K,HPO,) bewirkt worden*). Solche Versuche, die friiher 
mit Hefe X11, UM, US sowie OM, saémtlich vom Institut fiir Garungs- 
gewerbe, ausgefiihrt worden sind, haben wir nunmehr wiederholt und 
labei genau die Mengenverhaltnisse von Substrat und frischer Hefe in 


\nwendung gebracht, die Haehn und Glaubitz gewahlt haben. Wie zu er- 
sarten stand, war eine 1° ,ige Brenztraubenséurelésung nach voran- 
ggangener Pufferung nicht giftiger als die ehemals von uns benutzten 

igen Lésungen. Lebende Hejen, die in unserer Versuchsanordnung, d. h. 
mit gepufferter Brenztraubensdure und vergleichsweise mit Traubenzucker, 
/4 Stunden digeriert worden waren, besaen volle Garstarke gegeniiber Zucker 
owie normale Fortpflanzungsfahigkeit. Uns auf unsere eigenen morpho- 
ogischen Erfahrungen dieses Mal nicht beschrankend, haben wir einem 
ler ersten Kenner dieses Gebietes, Herrn Prof. P. Lindner in Berlin, die 
Hefen aus gepufferter Brenztraubensaure vorgelegt. Er erklarte sie nach 
einer Priifung, fiir die wir ihm sehr zu Dank verpflichtet sind, fiir normal, 
ind sie wuchsen ausnahmslos weiter, vielleicht bisweilen mit dem ein- 
ngen Unterschiede, daB sie beschleunigt wuchsen. Es ist dies eine von 
ms schon im Jahre 1915 angefiihrte Erscheinung, die wohl auf die 
weh sonst festgestellte Reizwirkung der Brenztraubensaure zuriick- 
wufihren ist. Die Behauptung von Haehn und Glaubitz, daB mit Brenz- 


') E. Poulsson, Lehrb. d. Pharm., 8. 366 und 367. Leipzig 1909. 
*) C. Neuberqg, diese Zeitschr. 71, 70 und 73, 1915. 
3) Haehn und Glaubitz benutzen in ihrer ersten Mitteilung Brenztrauben- 
ire ohne jeden Zusatz; in der zweiten Mitteilung haben sie zu einem 
ler Ansaitze eine minimale Menge des sauren Mono-kaliumphosphats 
KH,PO,) hinzugegeben, das zum Zwecke der Abpufferung freier Brenz- 
wubensiure untauglich ist. 


15* 
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traubensaure in Beriihrung gewesene Hefe nicht mehr fort pflanz ings 
fahig und nicht mehr gartiichtig sei, bestatigt unsere diesbeziig]iche, 
Angaben vom Jahre 1915, soweit freie Brenztraubensaure in Betrachy 
kommt. Eine solche Giftigkeit der Brenztraubensdure findet ing 
aber nicht, wenn man, wie das in Nachahmung des natiirlichen (x 
schehens unerlaBlich ist, mit gepufferter Brenztraubensaure arbeitet 
wie wir es seit 14 Jahren empfehlen). Dann bleiben den frischen Hefe) 
zellen Leben und normale Funktion voll erhalten! Die Bedeutung de; 
Pufferung fiir ein Studium dieser Fragen zu verkennen, hieBe de 
Stand der Forschung auf die Zeit vor der Ara zuriickschrauben 2 
wollen, die von Fernbach, Soerensen und L. Michaelis eréffnet und 2 
dauernder Geltung gelangt ist. 

Die Autoren fiihren (1. ¢. 8. 98) die Schadigung der Hefenzellen selbe; 
auf den stark sauren Charakter ihrer Brenztraubensaurelésungen zuriick 
denn ihr Hefenbild war wenig von dem zu unterscheiden, das man mit 
Schwefelsaure, Milchsaéure oder Essigsiure erhalt. Um so auffallende: 
erscheinen, namentlich auch im Hinblick auf unsere 1915 bekannt g 
gebene richtige Anordnung solcher Versuche, ihre SchluBfolgerungen 
fiir das Garungsproblem. Ubrigens ist auch Essigsdure fiir das 
zymatische Ferment nicht giftig. wenn sie abgepuffert ist; dies geht 
aus allen unseren Versuchen hervor, die in den nachfolgenden Tabellen 
angefiihrt sind. 

Betrachtet man die Formel der Brenztraubensaure (das gleich 
gilt fiir das Methylglyoxal), so ist nicht das ein Wunder, daB man irgend 
eine Bedingung angeben kann, wo das Substfat giftig wird, sondern 
das ist das Wunder, da8 man iiberhaupt Bedingungen und sogar vie 
faltige gefunden hat, wo diese Substanzen physiologisch besser angreifhar 
sind als der indifferente Zucker. Wir miissen uns stets vor Auge: 
halten, daB die gewéhnliche Schreibweise einer Ketoséure (oder eines 
Ketonaldehyds) nicht immer ein Ausdruck des Tatsachlichen ist 
Methylglyoxal hat sicher nicht die Konstitution eines Ketonaldehyds 
in seiner wasserigen Lésung; denn dieser fehlt die kennzeichnend 
gelbe Farbe der Di-carbonyl-struktur, die ihm in Dampfform eigen 
ist. (DaB die wiasserige Lésung mit Hydroxylamin, Hydrazinbasen 
und dergleichen wie ein wahrer Ketonaldehyd reagiert, ergibt sich mit 
Selbstverstindlichkeit aus der Gleichgewichtsverschiebung; die Ver 
haltnisse liegen analog wie bei den Monosacchariden, fiir die heut 
Ringstrukturen ohne freie Aldehyd- oder Ketogruppe nachgewiese! 
sind.) Brenztraubensaure ist nicht unter allen Umstanden eine a-Ket: 
siure, sondern sie ist, wie die Messungen von J. Boeseken*) ergebe! 


1) C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 132, 1913. 
2) J. Boeseken und Mitarbeiter, Chem. Centralbl. 1916, I], 168; 1921 
I, 808; 1922, ITI, 256. 
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ben, in wasseriger Léisung teilweise ein Glykol, und durch Ultra- 
ett-Spektrographie hat V.Henri') aufgedeckt, daB — in Ab- 
nuigkeit von Konzentration und Wasserstoffionen-gehalt — die 

ztraubensaure bald Enol-, bald Keto-Form aufweist. Wir wissen 
cht .welche Gestalt der 3-Kohlenstoffkérper im  physiologischen 
eschehen als intermediares am -Gebilde, besitzt, und man muB daher, 

iber die Bedeutung der Brenztraubensaure ins Klare zu gelangen, 
bre Zustandsbedingungen variieren gemaB dem alten Grundsatz, daB 
eder Reagenzglasversuch sich in bezug auf die physiologischen Chancen 
weit ungiinstiger gestaltet als das natiirliche Gesehehen. (Man denke 
n die Verdauung von EiweiB im Magen-Darm-Kanal und die kiinst- 
che Verdauung mit Pepsin- oder Trypsin-lésungen.) 

Um so beweiskraftiger erscheinen unsere Resultate bei der Vergarung 
fertiger Brenztraubensaure, da es mit mehr als 30 verschiedenen Sorten 
Ober- und Unterhefe und auch mit 2 Stammen des von Haehn und 


aubitz benutzten Saccharomycodes Ludwigii uns méglich gewesen 
st. in Hunderten von Versuchen gepufferte Brenztraubensaure mit 
len genannten Hefenpraparaten schneller als Zucker oder gleich schnell 
| vergaren. Wir sind diesem Problem mit einem groBen Aufwande 


n Zeit und Material nachgegangen. sogar auf die unsichere Aussicht 
n, doch einmal einer Hefe zu begegnen, welche so abweichende Eigen- 
whaften aufweist, daB eine Einschrankung der bisherigen Anschauungen 
notig werden kénnte. Wir haben. uns an die auf diesem CGebiete 
rbeitenden Fachgenossen mit der Fitte gewandt, uns auck nur eine 
bensfahige Hefenzelle zu iiberlassen. aus der wir hinreichend Material 

ziichten imstande sind, um Trockenhefe oder Dauerpraparate zu 
ereiten und damit zu priifen, ob auch nach Aufhebung der Perme- 
bilitats- und Toxizitats-Schwierigkeiten Zucker rascher als Brenz- 
traubensaure umzusetzen ware. Bis heute sind wir nicht in den Besitz 
ner solchen Hefe gelangt. 

Vor kurzem hat der eine?) von uns auch eine Reihe von Versuchen be- 
vhrieben, in denen die Frage nach der Gargeschwindigkeit der Brenz- 
traubensaure bei variierter Wasserstoffionen-konzentration behandelt 

Es ist in dieser Mitteilung auseinandergesetzt, daB kein Punkt mit 
er Annahme im Widerspruch steht, daB die Brenztraubensaure-stufe 
ahrend der Vergérung des Zuckers bei wechselndem py durchlaufen 
vird Indem wir auf diese Darlegungen verweisen, fiihren wir in 
iS Tabellen die Ergebnisse nicht veréffentlichter alterer und neuerer 
Versuche an, welche den Vergleich der Gargeschwindigkeit von Trauben- 


) V. Henri, Chem. Centralbl. 1924, I, 1896; V. Henri und Cl. Fromageot, 
endaselbst 1926, I, 18. 
2) C. Neuberg, diese Zeitschr. 180, 471, 1927. 
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zucker und Brenztraubensiure bei der Zerlegung durch verschic«oy, 
Hefenpriparate zum Gegenstande haben. 


In den Versuchen mit Alkohol-Ather-, Aceton- sowie Tock, 
Hefen gelangten die Praparationen aus obergdriger Brennereiheie \ 
aus obergdriger Bierhefe Nr. 1°05, aus untergdriger Bierhefe Nr. 11); 


aus Saccharom ycodes Ludwigii (L. Lund LIT) (s. 8.231) sowie aus U nterhej 
der Léiwenbrauerei, Boéhmisches Brauhaus, zur Anwendung. 


Fiir die Uberlassung von Hefenmaterial sind wir dem Jnsti/u; 
Gdrungsgewerbe, der SchultheiB-Patzenhofer Brauerei sowie der Lowe, 
brauerei, Béhmisches Brauhaus, in Berlin zu besonderem Dank ver 
pflichtet. 

Von den in den Tabellen angegebenen einzelnen Garansatzen sin 
sieben Zehntel der gesamten Aufschwemmung bzw. der Lésung jy 
Einzelversuch benutzt worden. 


Wir haben die Versuche so angeordnet, daB die Bedingungen fir 
die Traubenzucker-vergarung optimal gewesen sind, indem wir — wege; 
des vielleicht eintretenden Verlustes an Co-Ferment!) bei der Her. 
stellung der Alkohol-Ather- bzw. Aceton-Praparate — frisch aus unter 
giriger Patzenhofer Hefe bereiteten, sehr wirksamen Kochsaft zugefiiyt 
haben. Dieser Kochsaft enthalt wohl den Aktivator fiir die in de 
Zymase vorhandenen Teilfermente des ersten Angriffs, aber wir kennen 
bisher keinen Aktivator fiir die Carboxylase. Trotz dieser fiir dir 
Glucose-spaltung besonders giinstigen Verhaltnisse lehrt ein Blick 
auf die Tabelle I folgendes: 


Wahrend der ersten 6 Stunden machen sich keine auBerhalb der 
Versuchsfehler liegenden Unterschiede im Grade der Vergarung beide: 
Substrate geltend. Im Verlaufe der ersten Stunde ist die Brenztrauben 
siure fast durchgehend im erheblichen Vorsprunge. Wenn nach 1295 M 
nuten in den Zuckerlésungen ein unbedeutendes Plus an Kohlendioxyd 
gegeniiber dem Pyruvinat-versuch zu konstatieren ist, so muB man in 
Betracht ziehen, daB die Hefenpraparate eine nicht zu vernachlassigenc 
Selbstgaérung aufweisen. Diese aber wird in den Ansatzen mit Zucker 
mindestens nach dem Verbrauch des letzteren, nicht unterdriickt 
wahrend sie in salzhaltigen Lésungen ausbleibt?). Bringt man den Betrag 
der Selbstgarung in Anrechnung, so ergibt sich auch nach lange! 
Versuchsdauer, daB keineswegs Brenztraubensaure zu irgend einen 
Zeitpunkte weniger Kohlenséure abspaltet, als die aquivalente Meng: 


Glucose. 


') Vgl. C. Neuberg und A. Gottschalk, diese Zeitschr. 161, 244, 1925 
2) Vel. hierzu C. Neuberg und L. Karczag, diese Zeitschr. 36, 60, |!!! 
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Besondere Eigenschaften erwahnen Haehn und Glaubitz fiir die 

Hefe Saccharomycodes Ludwigii. Bekanntlich') geht diesem Erreger 
lic Fahigkeit ab, Maltose zu vergaren, aber ihm kommt das Vermégen 

m Gegensatz zu vielen anderen Hefen Dioxyaceton relativ schnell 
ywugreifen. Die Autoren haben mit frischer Hefe gearbeitet. Wir 
sonnen ihre Angaben iiber die Vergarvarkeit des Dioxyacetons auch 
fir Acetonpraparate und Trockenpriparate des genannten Erregers 
jestatigen. Bemerkenswerterweise vergor das Dioxyaceton mit der 
Trockenhefe lediglich unter Zusatz von Kochsaft. Bei der Acetonhefe, die 
benfalls in Kochsaft zur Anwendung gelangte, erwies sich eine Pufferung 
ls schadlich, indem das Dioxyaceton nur in der salzarmen Lésung zur 
Vergarung gelangte. Wie kompliziert die Verhiltnisse liegen, zeigt 
iber ein Blick auf die Tabelle VI, wo durch Trockenhefe Dioxyaceton 
n gepufferter und ungepufferter Lésung ziemlich gleich gut um- 
gesetzt wurde. Uberall aber ist dieGargeschwindigkeit der Brenztrauben- 
viure unvergleichlich gréfer als die der Triose, so daB es ohne 
Hilfsannahme zunachst schwer fallt, im Dioxyaceton ein Zwischen- 
produkt der Garung von gleicher Dignitaét wie die Brenztrauben- 
saure zu erblicken. 

Benutzt haben wir zwei verschiedene Stamme von Saccha- 
romyeodes Ludwigii. Den einen (L1) iiberlieB uns Herr Prof. Dr. Felix 
Ehrlich in Breslau, dem auch an dieser Stelle dafiir bestens gedankt 
sei; den anderen Stamm des Erregers (L11) entnahmen wir der Sammlung 
les hiesigen Instituts; er war unseres Wissens urspriinglich vom Jnstitut 
jir Gdrungsgewerbe bezogen. Fiir beide Stamme haben wir uns davon 
iberzeugt, daB sie in kennzeichnender Weise wohl die Monosaccharide, 
nicht aber die Maltose vergoren, die vollkommen unangegriffen 
blieb. 

Auch bei Versuchen mit Praparaten aus der von uns neuerdings 
gleichfalls herangezogenen untergarigen Betriebshefe der Lowen-Brauerei, 
Bohmisches Brauhaus in Berlin, haben wir konstatiert, daB die ge- 
pufferte Brenztraubensaiure das von uns als normal bezeichnete Ver- 
halten aufwies, namlich schnell angor und praktisch ebenso weit ge- 
spalten wurde wie Zucker (Glucose oder Fructose). 

Aus den Tabellen I bis VIII geht der iibereinstimmende Effekt 
samtlicher Hefenzubereitungen gegeniiber der Brenztraubensaure hervor. 
In fast allen Fallen ist ungefahr die Endvergirung erreicht worden. 
Die Notwendigkeit eines von Haehn und Glaubitz (1. c.) fiir die Ver- 


girung als erforderlich erachteten groBen Uberschusses an Hefe be- 


') Nach E. Chr. Hansen, s. Alb. Klécker, Die Géarungsorganismen, 
3. Aufl., 1924. S. 286. 
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steht jedenfalls nicht fiir Zymasepraparate. Auch diese Festste||\yy 
hat der eine von uns!) bereits vor 12 Jahren in ,,.Minimumversuc}).y 
gemacht. 

Eine weitere Serie von Versuchen betraf die Frage der» 
gleichenden Vergdrbarkeit von Zucker und Brenztraubensdure diye) 
frische Hefe in Gegenwart von Toluol. Der Mechanismus der Tolyo! 
wirkung ist in vielen Punkten noch ungeklart; so viel ist aber sichey 
daB dieser Kohlenwasserstoff die Permeabilitét der Zelle verancert 
Tatsache ist jedenfalls, daB Brenztraubensaure sich durch zahlreich 
toluolisierte Hefen, im Einklange mit den friiheren Ergebnissen voy 
C. Neuberg und P. Rosenthal *), als angreifbar erweist und daB sie unter 
diesen Umstanden durch die Hefensorten Patzenhofer, Léwen-Béhmise) 
nebst Ludwigit schneller und weitgehender als Glucose vergoren wir! 


(s. Tabellen IX bis XIII). 


Wie vorher schon erwahnt ist, hat Lebedew angegeben, daB er mit 
einem Hefenmazerationssajft eine bessere Vergirung von Zucker als 
von Brenztraubensiure erzielt habe. Der genannte Autor hat un 
gepufferte Brenztraubensaure verwendet. Die in unserer vorliegenden 
Abhandlung gebrachten Tabellen XIV und XV, sowie unsere Mit 
teilungen, diese Zeitschr. 180, 471, enthalten ein umfangreiches 
Material zu dieser Frage. Bei der von uns befolgten Anordnung 
sind wir im Einklange mit v. Euler und seiner Schule zu dem alte: 
Resultat gelangt, da®B die Vergarung von Brenztraubensiure i) 
Hefensaft so geleitet werden kann, da. sie schneller ablauft 
als die von Zucker,’ Da nun Lebedew unter anderen Konzen 
trationsverhaltnissen und auch mit einem anderen Kohlenhydrat 
(Rohrzucker) gearbeitet hat, so haben wir unter den von ihm an 
gegebenen Bedingungen noch entsprechende Versuche vorgenommen 
Wir finden gemaB den in Tabelle XIV und XV zusammengestellte: 
Daten, daB mit dem garkraftigen Saft aus untergiriger Patzenho/er 
Bierhefe und Léwen- Béhmisch-Hefe Brenztraubensaure schneller vergart 
als bei den von Lebedew etwas anders gewahiten Konzentrations 
verhaltnissen. Bemerkenswert ist, daB selbst ungepufferte Brenz 
traubenséure schneller umgesetzt werden kann als Zucker. In diesem 
Falle, wo sogar eine sichtbare und betrachtliche Koagulation des in 
Saft gelésten HefenciweiBes momentan stattgefunden hat, beginnt 
nach einiger Zeit die Kohlendioxydentwicklung, indem sich Blasen 
durch das starre Magma drangen*) und dieses schlieBlich zersprengen 


') C. Neuberg, diese Zeitschr. 71, 93, 1915. 

2) C. Neuberg und P. Rosenthal, diese Zeitschr. 51, 128, 1913. 

3) Vgl. zu dieser Erscheinung die Angaben bei C. Neuberg und P. 2 
thal, diese Zeitschr. 51, 138, 1913. 
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bei aus dem EiweiBkoagulum eine klare goldgelbe Fliissigkeit aus- 


gepreBt wird'). Unter diesen Bedingungen ist der Versuch ganz eindeutig, 


| h. Brenztraubensaure vergart schneller als Zucker. Seltsam und 
vorlaufig nicht bestimmt zu erklaren ist der Umstand, daB bei geringer 
Konzentration an Brenztraubensaure der Umsatz einmal schlechter 
war und dann hinter dem einer aquimolekularen Zuckerlésung zuriick- 
blieb. Sollte wirklich 6fter der Fall vorkommen, fiir den wir in einer 
Probe von Saft aus Trocken-Léwen-Hefe ein nicht sicher reproduzier- 
bares Beispiel beobachtet haben, daB kleine Mengen Brenztraubensaure 
schlechter vergoren werden als groBe Mengen, so muB man mit der 
Méglichkeit rechnen, daB das reaktionslustige Pyruvinat mit dem 
(berschuB im Saft gelésten HefeneiweiBes in eine Verbindung?*) tritt, 
welche Pyruvinat-ionen nicht mit geniigender Schnelligkeit wieder 
freigibt, wahrend bei Anwendung eines Uberschusses an Brenztrauben- 
siure stets genug zerfallsbereite Brenztraubensiure zur Verfiigung 
steht. Eine solche Erscheinung ist aber, wie wir betonen mdéchten, 
yon uns nur ein einziges Mal unter einer groben Anzahl von Versuchen 
heobachtet. Es sind noch andere Erklarungsméglichkeiten vorhanden. 
Trifft die erwahnte zu, so birgt sie keine Gegensatze in sich zu den 
Verhaltnissen bei der normalen alkoholischen Zuckerspaltung, bei der 
Brenztraubensaéure Molekiil um Molekiil entsteht und wahrscheinlich 
durch Bindung an das Ferment vor sekundaren Reaktionen geschiitzt 
bleibt. 

Im ganzen kénnen wir sagen, daB sich fiir jede Hefe verschiedene 
Bedingungen angeben lassen, unter denen sie im Einklange mit den For- 
derungen der Theorie Brenztraubensdure schneller als Zucker umsetzt. 
Solange wir die natiirlichen Verhaltnisse, die bei der Spaltung von 
Zucker als Substrat herrschen, in Bezug auf Brenztraubensaure nicht 
nachahmen kénnen, muB man sich bei der Zwischenstufe mit diesem 
unseres Dafiirhaltens iiberraschend groBen Erfolge begniigen. 

Betreffs der Vergirung der Brenztraubensaure bleibt bei kritischer 
Wiirdigung aller Mitteilungen, die von unserer sowie fremder Seite 
gemacht sind, nur noch eine Angabe iibrig, welche, ohne daB sie bisher 
iiberhaupt in der Literatur hervorgehoben ware, eine Belastung der 
Brenztraubensaure-Theorie der Garung involvieren kénnte. Es ist 
dies eine Notiz bei E. Hagglund und L. Ahlbom*) tiber das Verhalten des 
aus Aceton-Trocken-Hefe gewinnbaren garkriftigen Extraktes. Wir 


') Richtig gepufferte Gemische von Hefensaft und Brenztraubensaure 
bleiben zunachst véllig klar; aus ihnen setzt sich allmahlich ein vom 
Sdurekoagulum nicht nur der Quantitaét nach voéllig verschiedener feinet 
Niederschlag ab, der zum Teil aus anorganischen Stoffen besteht. 

2) Vel. hierzu C. Neuberg und M. Kobel, diese Zeitschr. 185, 479, 1927. 

8) Ek. Hdgglund und L. Ahlbom, diese Zeitschr. 181, 158, 1927. 
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haben des 6fteren diese Methode angewendet, da man nach den Angaley 
von R. Albert!) aus Alkohol-Ather-Hefe unter Umstinden eine och 
girfahige Zymase zu extrahieren vermag; einen dhnlichen Verner 
findet man fiir Acetonhefe bei H. Sobotka*). Hdgglund und Ahlbow er. 
wahnen (1. ¢.) beilaufig, daB ein so aus Acetonhefe bereiteter Saft 
wohl auf Glucose, nicht aber auf Brenztraubensiure einwirke.  \Vj; 
haben diesen Versuch wiederholt mit wisserigen Extrakten der Aceton 
hefen aus den beiden untergdrigen Rassen Patzenhofer und Engelhard 
sowie aus der Oberhefe Sinner*) gemacht. Die Acetonhefe haben wir 
sowohl nach der alten Vorschrift von R. Albert, E. Buchner wn 
R. Rapp*) als nach der etwas abweichenden von Sobotka®) dargeste||t 
Zunichst ergab sich, daB sich bei unseren Hefesorten aus den nach A /ber! 
Buchner- Rapp hergestellten Acetonhefen ein viel garwirksamerer wasse. 
riger Extrakt gewinnen lieB, als aus dem nach WSobotka bereiteten 
Material. Die Extraktion der Acetonhefe geschah teils mit Wasser, teils 
nach der Empfehlung von Hdgglund und Ahlbom (|. ¢.) mit m/15 Di. 
natriumphosphat reinster Qualitat (nach Soerensen). Ungeachtet der 
Differenz hinsichtlich ihres Vergirungsvermégens fiir Traubenzucker er- 
wiesen sich (s. Tabellen XVI bis XVIII) die von uns erhaltenen Aus. 
ziige als girkraftiger gegentiber Brenztraubensaure als gegeniiber Glucose, 
in vollkommener Ubereinstimmung mit allen voranstehend gemachten 
Angaben. Worauf das apweichende Resultat von Hdgglund und Ahilbom 
zuriickzufiihren ist, vermégen wir nicht mit Sicherheit zu sagen. Wi 
sind von der Vorschrift der Autoren insofern abgewichen, als wir zur 
Pufferung ,der Brenztraubensiure nicht Dikaliumphosphat, sondern 
Kaliumacetat verwendet haben. Dieses haben wir aus einer wohl er- 
wogenen Absicht heraus getan; denn es ist bekannt, da Phosphat 
ionen durchaus nicht die Gleichgiiltigkeit besitzen, die man ihnen 
zumeist zuerkennt, sondern da8B sie auf Géarungsvorginge einen 
schidigenden EinfluB ausiiben kénnen®). Diese Wirkung kann sich 
um so mehr in solchen Fallen geltend machen, in denen das Ferment- 
system schon an sich geschwicht ist, so wie wir es fiir Ausziige aus 
vorher bereiteter Aceton-Trocken-Hefe unbedingt annehmen miissen 


1) R. Albert, B. 38, 3775, 1900. 

2) H. Sobotka, H. 184, 1, 1924. 

%) Selbst mit diesem relativ fermentarmen Auszug von Oberhefe Sinner 
gelingt die Vergairung von Brenztraubenséure (s. Tabelle XVII): dieser 


Hefenrasse geht also keineswegs die Kraft zur Vergérung von Brenztrauben- 
siure ab, wie man nach R. Kuhn und F. Ebel (B. 58, 1448, 1925) vermuten 


kénnte. 
4) R. Albert, E. Buchner und R. Rapp, B. 86, 2376, 1902. 


5) K. Djenab und C. Neuberg, diese Zeitschr. 82, 408, 1917; C. Newberg. 


ebendaselbst 108, 332, 1920. 


Vere 





Wesen der Brenztraubenséiure-vergarung. 


Tabelle I. 


Vergleichende Vergirung von Brenztraubensiure und Glucose mit Alkohol- 
Ather- und Aceton-Hefen unter Zusatz von Kochsaft. 


1. 15.0cem m/10 Brenztraubenséure in  Kochsaft') lLicem 2m 
K-Acetat + 1g Alkohol-Ather-Ober-Hefe Nr. 1205. 
29 15.0 ., m/10- Brenztraubenséure — in Kochsaft 1,5 cem 2m 
K-Acetat + 1 g Aceton-Ober-Hefe Nr. 1205. 
3. 15.0 ,, 10 Brenztraubensiure in Kochsaft 1.5 cem 
K-Acetat Lg Aceton-Unter-Hefe Nr. 1103. 
15.0 ., m/10 Brenztraubensiure in Kochsaft + 1l5cem 2m 
K-Acetat lg Aceton-Ob-r-Hefe M. 
15.0 .. m 20 Glucose in Kochsaft 15eem H,O lg Alkohol- 
Ather-Ober-Hefe Nr. 1205. 
15,0 ,, m/20 Glucose in Kochsaft + 1,4cem H,O + lg Aceton- 
Ober-Hefe Nr. 1205. 
15.0 ,, m/20 Glucose in Kochsaft 1i5cem H,O lg Aceton- 
Unter-Hefe Nr. 1103. 
15,0 ., m 20 Glucose in Kochsaft + 1,5cem H,O 1g Aceton- 
Ober-Hefe M. 
15.0 ., Kochsaft 15icem H,O + Ig Alkohol-Ather-Ober-Hefe 
Nr. 1205). 
15,0 ,, Kochsalz + 1,5ceem H,O 1 g Aceton-Ober-Hefe Nr. 1205 *). 
15,0 5 wo meV 1 g Aceton-Unter-Hefe Nr. 1103 2%). 


. - ] 
15.0), ae 15 . H,O + 1g Aceton-Ober-Hefe M®*). 





Bei 25— 26" entwickelte ccm CO, 


5 6 8 


0 0 0 0 0 0 0 
02 038 O89 0 0 0 0) 
0.3 1.3 5.8 0 0.1 . 0 0 
0.4 3.1 8.7 0.1 03 . 0 0 
05 50 102 02° OS 2, 0 0 
18 S88 153 0.4; 31) Bg 0 0 
20 11,1 158'126 09: 57 47, 0 0 
3,5 15,1 18,5 5, 3,9 11.4 . 12° 03 
10.2 196 244 6 12.1 18,9 23, 5.6 OA4 
15.6 22.6 27.4 2 17.5 23,0 296 11,2 : 
18,0 23.7 28,1 99 19.4 243 314 13.8 1.4 
22.9 25.2 29.2 93 24.2 26.9 33,4 18,2 2,8 


ore bose 


Verwendete Hefen: 1. Alkohol-Ather-Ober-Hefe Nr. 1205. 
. Aceton-Ober-Hefe Nr. 1205, 
3. Aceton-Unter-Hefe Nr. 1103. 
. Aceton-Ober-Hefe M. 


') Frisch bereitet. 
2) Selbstgéirungskontrollen. 
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Tabelle 11. 


Vergleichende Vergirung von Brenztraubensiure, Dioxyaceton und Glucose Verzle 
mit Aceton-Hefen Ludwigii I und Ll unter Zusatz von Kochsaft und Tolyo), 
1. 15,0cem m/10 Brenztraubensiure in Kochsaft!) + 1,5 cen 
K-Acetat + 1g Aceton-Hefe LI + 0,2 cem Toluol. rf 
2. 15,0 ,, m/20 Glucose in Kochsaft + 1,0cem m_ Essigséure + 0,35 
2/5 m K-Acetat + 1g Aceton-Hefe LI + 0,2cem 1 » 15.6 
3. 15,0... m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5 cem H,O Lg Aceton-H " 
LI + 0,2 cem Toluol. 
4. 15,0 ,, m/10 Dioxyaceton in Kochsaft 1Ocem m= Essigsi 3. 1d, ! 
0,35 cem */; m K-Acetat + 1 g Aceton-Hefe L I 0,2 4, 15. 
Toluol. 
5. 15,0 ,, Kochsaft + 1,cem H,O + 1g Aceton-Hefe LI + 0,2. 
Toluol *). 15,4 
6. 15,0 ,, m/10 Brenztraubensiure in Kochsaft licem 2 
K-Acetat + lg Aceton-Hefe L II + 0,2 cem Toluol. 6. 15.( 
7. 15,0 ,,  m/20 Glucose in Kochsaft + 10cem m_ Essigsiéur 
0.35 com 7/5 m_ K-Acetat t 1g Aceton-Hefe L I] — 
+ 0,2 cem Toluol. 
8. 15,0 ,, m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5cem H,O lg Acet 
Hefe LIL + 0,2 cer Toluol. 
9. 15,0 ,, m/10 Dioxyaceton in Kochsaft + 1,5 cem H,O lg Acetor Nach 
Hefe L II + 0,2 cem Toluol. 
10. 15,0 ,, Kochsaft + 1icem H,O + 1 g Aceton-Hefe L I 0,2 cen . 


Toluol ?). 





Bei 22—24° entwickelte com CO, 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
10 02 0 0 0 0 02 0 0 0 0) 
20 20 0 0 0 0 1.6 0 0 0 0) 
7 30 93 0 O41 0 0 3.6 0 0 0 0) i 
" 40 27 0 0.4 0 0 5S 0 0 0 0 , 
50 3.3 0 05 0 0 7.7 0 0 0 0 ; 
“ 60 44 0 0.6 0 0 96 0 0 0 0 1 
s 70 5.2 0 OS 0 0 11.0 0 0 0 0) . 
a 6.3 0 1.0 0 0 13.4 0 0 0 0) 
NX 120 7.5 0 1.6 0 0 16.1 01 2 0 iT 
ie 150 10.5 0 26 0) 0 19.2 0.2 0.7 02 ( 
180 11.5 0 3.6 0 0 202 0.3 1.6 0.4 0) 
. ae 12,5 0 4.4 0 0 21,0 0.4 2.4 O08 0 , 
, 240 13.8 0 5.0 0 0 225 0.5 26 12 «604 ) 
2970 15.0 0 6.0 () 0 22 8 06 46 1.6 05 2) 
BOO 15.6 01 6.6 0 0 23.4 09 6.2 23 0 
, 860 16.5 0.4 7.9 0 0 24.6 1.8 8.6 SB Cf 
480 22.7 13 100 0 0,2 28.0 6.5 15.0 56 Of 
» 660 22.8 19 11,6 0 0.4 282 7.0 164 98 1 
114 22.8 7 | 153 0 0.4 30.00 12.2 21.0 155 2. 
1440 22.8 5.1 17.2 0 0.6 39.6 14,1 23.0 172 oO 
4950 970 10.0 262 0.4 ON 30.8 18.9 IH 2H SI 


Verwendete Hefen: 1. Aceton-Hefe Ludwigii Li. 2. Aceton-Hefe Ludwigu 
L Fi. 


1) Frisch bereitet. 2) Selbstgarungskontrollen. 





Wesen der Brenztraubensaéure-vergarung. 


Tabelle I11. 


Vergleichende Vergirung von Brenztraubensiure und Glueose mit Aceton- 
und Troecken-Hefen unter Zusatz von Kochsaft. 
».0cem m/10 Brenztraubensaéure in Kochsaft') + 1,5cem 2m K-Acetat 


lg Trocken-Ober-Hefe M. 


m/20 Glucose in Kochsaft lidcem H,O+ 1g Trocken- 
Ober-Hefe M. 


Kochsaft + 1,5 cem H,O 1 g Trocken-Ober-Hefe M 2). 


m/10 Brenztraubenséure in Kochsaft licem 2m K-Acetat 
lg Aceton-Hefe L lL. 


m/20 Glucose in Kochsaft liecem H,O + lg Aceton- 


Hefe LI. 


Kochsaft + 1,5cem H,O lg Aceton-Hefe L I*). 





Bei 26—27" entwickelte com CO, 


oO) 
120 
205 


LOSO 18.5 18.4 04 


Verwendete Hefen: 1. Trocken-Ober-Hefe M. 
2. Aceton-Hefe L I. 


1) Frisch bereitet. 


*) Selbstgérungskontrollen. 
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Tabelle IV. 


Vergleichende Vergiirung von Brenztraubensiure und Glucose mit Aceioy. Vergie 
Trocken-Hefen unter Zusatz von Kochsaft. mit 11 
1. 15,0cem m,10 Brenztraubensiure in Kochsaft'!) 1.5 cer 
K-Acetat lg Trocken-Unter-Hefe Nr. 1103. 
2. 15,0 ., m/10 Brenztraubensaure in Kochsaft licem 2m K-A 2 » 
lg Trocken-Hefe L I. 
3. 15,0 ,, m 10 Brenztraubensaure in Kochsaft Lj5cem 2m K-A : 
lg Aceton-Hefe L II. * 
4. 15,0 ., m 20 Glucose in Kochsaft lLieem H,O + 1g Trock 
Unter-Hefe Nr. 1103. : i 
5. 15,0 ,,  m/20 Glucose in Kochsaft 15cem H,O le Tro 
Hefe LI. “ 
6. 15,0 ,, m 20 Glucose in Kochsaft licem H,O +4 Ile Ac 6. 15. 


Hefe LII. 





Bei 28° entwickelte com CO, 
1 2 3 4 5 t 
8. 15 

Nach 0 0 0 0 0 0 ( 
F 10 6.1 3.5 03 0 01 . 15, 
» 20 11,8 9,1 20 0,2 0,2 9. 15 

” 30) 15.0 14,7 5.3 2.4 02 ( 
» "= 16.8 17,2 8.2 8.4 0,2 — 

5) 18.5 18.7 11,2 13,7 0.2 () 

” 60 19.6 19,8 13.6 17.4 0,2 a 

. % 22.4 22.0 19.1 22.5 04 Nach 
» ee 23.7 22.8 20,2 24.9 0.4 a 
» 150 24.9 23,3 21,2 27.0 05 0 2 
240 27,7 24.2 23.5 30.1 3.1 0 , , 
, 330 30.0 95.0 25.4 32.4 5.6 05 6 
395 31.4 25,3 26.3 33.3 7.0 05 : 3 
, 455 32,9 26.5 27.0 33.4 14.1 9 em 
1320 36.8 28.7 32.8 36.0 14.3 7.3 : - 
» 1595 77 29,7 34.1 46,7 14.5 13 , & 
» 1885 57,7 24.8 34,4 36,8 14.5 15,5 - 
». 2760 39.0 31.5 36.4 39.4 27.5 20.9 : oe 
l. pn = 4,75. 4. pn = 5,67. ' oo 
Verwendete Hefen: 1. Trocken-Unter-Hefe Nr. 1103. 
2. Trocken-Hefe L I. 
3. Aceton-Hefe L II. 

') Frisch bereitet. ) s 
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Tabelle V. 


Vergleichende Vergiirung von Brenztraubensiure, Dioxyaceton und Glucose 
mit Trocken-Hefen Ludwigii I und Hl, Zusatz von Toluol, kein Kochsaft. 


».0eem m/10 Brenztraubensiure lLicem 2m K-Acetat lg 


Trocken-Hefe L I 0.2 cem Toluol. 

m 20 Ghucose 0.5cem m_ Essigsiure 0,75 cem * 5 m 

K-Acetat + 0,25 eem H,O + 1 g Trocken-Hefe L I 0,2 

Toluol. 

m/20 Glucose liecem H,O + lg Trocken-Hete LI 
0,2 cem Toluol. 

m/ 10 Dioxyaceton 15cem H,O lg Trocken-Hefe L I 
0.2cem Toluol. 

H,O 1l5ecem H,O lg Trocken-Hefe LI + 0,2 cem 

Toluol '). 

m/10 Brenztraubensiure + 1,5 ecm 2m K-Acetat 

Trocken-Hefe L II + 0,2 cem Toluol. 

m,/20 Glucose + 0,5cem m_ Essigséure O.75cem *.m 

K-Acetat 0,25cem H,O + 1 g Trocken-Hefe L I 0,2 cem 

Toluol. 

m/20 Glucose liecem H,O lg Trocken-Hefe L Il 
0.2 cem Toluol. 

m/10 Dioxyaceton + 1,5 cem H,O + 1g Trocken-Hefe L II 
0,2 cem Toluol. 

H,O + 1,5cem H,O lg Trocken-Hefe LIIl + 0,2 cem 

Toluol '). 





Bei 24° entwickelte com CO, 


4 5 6 7 


0 0 0 

0 0.3 0 

0 10 0 

0 26 0 

0 4.6 0 

0 6.4 0 

0 96 0 

0.1 12.5 0 

0,2 14.2 0 

c 0.6 } 15.0 0 

6 1.1 15.4 0 

3 19 15.8 0 

5.6 2.6 16,0 0 
19,1 re 93 ; 18.6 » O1 
19.1 < 10.2 , 18.6 ¥ 01 
19,1 : 14.0 , 18.6 2 0,1 
19.1 ; 14.4 J 18.6 wd 0.1 
19.1 ; 15.0 3 18.6 a 0.1 


IO IO DO DO fo 


» - 
a PH 2». -- Pu o,0. 


Verwendete Hefen: 1. Trocken-Hefe Ludwigii L I 
2. Trocken-Hefe Ludwigii L LI. 


) Selbstgarungskontrollen. 
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Tabelle VI. 





Vergleichende Vergirung von Brenztraubensiure, Dioxyaceton und Glucose vergiel 
mit Trocken-Hefen Ludwigii I und UL unter Zusatz von Kochsalt. Ae 
1. 15,0 cem m/10 Brenztraubensiure in Kochsaft') + 1,5 cen 
K-Acetat lg Trocken-Hefe L I. 
2. 15.0 ., m/20 Glucose in Kochsaft O5cem m_ Essig 
0.75cem * ;m K-Acetat 0,.25cem H,O + leTr >. 15, 
Hefe LI. 
3. 15,0 ., m 20 Glucose in Kochsaft 15ecem H,O lg Tro - 
Hefe LI. 
4. 15,0 ,, m/10 Dioxyaceton in Kochsaft 0.5cem m_ Essig F 
0.75cem */,m K-Acetat + 0,25 cem H,O l g Tro a. 49s 
Hefe LI. 
5. 15.0 .. m 10 Dioxyaceton in Kochsaft — 1.5 cem H,O lg Tro 1d, 
Hefe LI. 
6. 15,0 ., Kochsaft 15ecm H,O 1g Trocken-Hefe L I*). ne 
7. 15,0 ,,. m/10 Brenztraubensiure in Kochsaft t 1,5 cem , 
K-Acetat + 1 g Trocken-Hefe L IT. ‘ : 
8. 15,0 ,, m20 Glucose in Kochsaft + O,5cem m_ Essig ay 
0.75cem */;m K-Acetat + 0,25 cem H,O + 1 g Trock 
Hefe L II. 8. 15, 
9. 15,0 ,, m/20 Glucose in Kochsaft licem H,O + 1g Trock 
Hefe LIL. > 215. 
10. 15,0 ,,  m/10 Dioxyaceton in Kochsaft O5ecem m_ Essigsiur 
0.75cem *#/,;m K-Acetat + 0,25cem H,O + 1 g Trock -~ 
Hefe L II. 15,4 
11. 15,0 ,, m 10 Dioxyaceton in Kochsa‘t 15eem H,O + 1 g Trock » 15. 
Hefe L II. 
12. 15.0 ., Kochsaft + 15cem H,O + lg Trocken-Hefe L IT*) 
Bei 25° entwickelte com CO, 
1 2 3 4 5 6 7 8 a 10 11 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ( VA) 
” 10 1.8 0 0 0 0 0 15 0 0 0 0 , 1 
a 20 7.7 0 0 0 0 0 7.0 60 0 0 0 9 
iS 30 11.8 0 01 0 0 0 11.3 0 0 0 0 ‘ 9 
40 13.2 0 Os 0 0.1 0 142 0 0 0 0 ( & 
DO 15.0 O1 21:0 02 0 15.9 O02 O 0 0.2 — 
a 60 16.0 16 66 06 10 6 60 19.2; 09) 1.3) 10) 18 ¢ i4 
. 90 162 19; 88' 06 10/0 19.7 09 13 10 20 | _ 4 
» 140 167 40/5116, 06 10 0 207,10 15 10 26 32 
, 230 1178) 86/146] 0.7 11/10 |280!] 18] 50! 22) 94 02 , 132 
» 300 19.0 108 169) 09 15 O38 256 49 99 54 14.6 
» 860 | 19,9 | 130/192) 11 16) 03 | 268) 61/122 7,9 158 OS 
1320 | 25,5 | 23,9 | 254; 63 7,0 4,0 | 29.8) 16,1) 223 19.0 218 42 
l. pu 5,1. 2. pe 5,4. 4. py 5,4. 
Verwendete Hefen: 1. Trocken-Hefe Ludwigii L I. 
2. Trocken-Hefe Ludwigii L II. 
') Frisch bereitet. "J 


2) Selbstgarungskontrollen. 





Wesen der Brenztraubensaure-vergarung. 


Tabelle VII. 


\ergleichende Vergiirung von Brenztraubensiiure und Glucose mit Trocken-, 
\ceton- sowie Alkohol-Ather-Hefen unter Zusatz von Kochsaft. 
5.0 cem m/10 Brenztraubensiure in Kochsaft?*) 1,5 ceem 
K-Acetat lg Trocken-Léwen-Hefe. 
m/10 Brenztraubensaure in NKochsaft 1.5 cem 
K-Acetat lg Aceton-Léwen-Hefe. 
10 Brenztraubensaure in  Kochsaft 1.5 cem 
K-Acetat lg Alkohol-Ather-Léwen-Hefe. 
m/10 Brenztraubensiure in  Kochsaft 1,5 cem 2m 
K-Acetat + 1 g¢ Alkohol-Ather-Ludwigii-Hefe L I. 
m/20 Glucose in Kochsaft 1i5cem H,O 1 ¢g Trocken 
Léwen-Hefe. 
m 20 Glucose in Kochsaft 15ecem H,O g Aceton 
Léwen-Hefe. 
m 20 Glucose in Kochsaft 15ecem H,O lg Alkohol- 
Ather-Léwen-Hefe. 
m/20 Glucose in Kochsaft + 1,5 cem H,O lg Alkohol- 
Ather-Ludwigii-Hefe L I. 
Kochsaft 15cem H,O 1 g Trocken-Léwen-Hefe *). 
Kochsaft + 1,5 cem H,O | g Aceton-Léwen-Hefe *) 
Kochsaft + 1,5 cem H,O + 1 g Alkohol-Ather-Léwen-Hefe ®). 
Kochsaft + 1,5cem H,O lg Alkohol-Ather Ludwigii- 
Hefe L IT ?). 





Bei 21,5° entwickelte com CO, 


4 6 ‘ 8 


0 0 0 0 0 
a] 0) ) ) 0 
0.1 0.1 ’ 0 0 0 
02 02 A 0 0 0 
04 0.6 3.6 03  O 

a) ae 9 OF OD 

.. 4.6 6 16 06 
5,0; 7.91126) 47 34 
10.2 15.4 7,.9,'10.7. 99 
15.4 | 22.2 | 22 16.6 183 


Verwendete Hefen: 1. Trocken-Léwen-Hefe. 
Aceton-Léwen-Hefe. 
Alkohol-Ather-Léwen-Hefe. 
Alkohol-Ather-Ludwigii-Hefe L II. 


') Frisch bereitet. 
Selbstgarungskontrollen. 
Biochemische Zeitschrift Band 187. 
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Tabelle VIII. 





Vergleichende Vergirung von freier und gepufferter Brenztraubensiiyy, Verte 
sowie Fructose durch Trocken-Liwen-Hefe ohne Kochsaft. 
ALA 
l. leem Brenztraubensiure-Stammlésung!) + l4cem H,O 
Trocken-Hetfe. dnd 
2. 1 ,, gepufferte Brenztraubenséure-Stammlésung + I4cem H, on 
lg Trocken-Hefe. 4 20. 
3. 0,75 ,,  Brenztraubensiure-Stammldésung 14,.25cem H,O ly at), 
Trocken-Hefe. 
4. 0,75 ,, gepufferte Brenztraubensiure-Stammlésung 14,25 cem Ht 
+ lg Trocken-Hefe. Na 
5. 0,45 ., Brenztraubenséiure-Stammlésung + 14,55c¢em H,O 
Trocken-Hefe. 
6. 0.45 .,  gepufferte Brenztraubensiure-Stammlésung 14,55 cem H,( 
lg Trocken-Hefe. 
a. 3 »  Fructose-Stammilésung + 14cem H,O 4- 1g Trocken-Het n 
8. 0,75 ,,  Fructose-Stammlésung + 14,25 cem H,O + 1 g Troeken-H 
9. 0,45 ,,  Fructose-Stammldésung + 14,55 cem H,O + 1 g Trocken-Het 
10. | » HO + l4cecem H,O lg Trocken-Hefe. 7 
Verglei 
Zu Versuch | bis 10 wurden je 0,15 cem Toluo! gefiigt. 
20,0 
Bei 24° entwickelte com CO, 
. - 2. 20,0 
1 2 3 a 5 6 7 8 9 | 
: } 20 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 : 0 
» % | O82 | 12) 0 17 | 0 10 O01; O1/ O12 | « i 
~ 30 0,2 30 O 88 O 1.2 0.2 02 02 20,0 
o 45 0.2 5.2 0 6.5 0 1.4 03 0.3 04 () 
a 60 02 7.6 0 8.8 0 1.6 04 04 OD ( 
» 120 0,2 15.2 0 126 0 3,2 2.0 1.6 1.6 ( 
180 02 208 O 15.6 O 42 43 4.4 3.6 ( 7 
820 02 260 02 19,2 | 0,2 8.4 90 106 7.6 02 Nac 
420 02 268 02 19.4 | 0,2 8.4 10.2 114) 7.8 0,2 
1320 02 30.4 02 29.0 0.2 8.4 15.1 15.0 90 02 S 
1) Zusammensetzung der Stammldsungen: 
1. 4.4 ¢ Brenztraubensaure 3,52 cem in 20 cem Brenztraubensa! ” 
Stammldsung. 2 
leem der Stammlésung enthalt 0,22 g. ” 
Di 


gepufferte Brer 


2. 4.4¢ Brenztraubensaéure + 10g K-Acetat in 20 cem heveun 


Keine si 
Zellwan 

, lie auf 
4. 4.5¢ Fructose in 20 cem Fructose-Stammldésung. von He 


traubensaéure-Stammldésung. 


3. 4.4¢ Rohrzucker in 20 cem Rohrzucker-Stammldésung. 
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Tabelle 1X. 


243 


Verglieichende Vergirung von Brenztraubensiure und Glucose mit frischer 


Toluol. 


2 ccm 2m 


Patzenhofer Hefe ty, 
20.0 cem m/10 Brenztraubensaure 
(ohne Toluol). 
10 Brenzt raubensaiure 
Hefe. 
2 cem H,O 
m/20 Glucose + 2 cem H,O 
H,O 2cem H,O 


K-Acetat 


200° .,  m 2 ccm 2 m K-Acetat 

Toluol + 2 £ 
20.0 m /20 Glucose 
0,25 cem Toluo! 


Hefe. 


"oOo 


» ” 
200 -£ 


2 ¢ Hefe (ohne Toluol). 
2 g Hefe 


2 ¢ Hefe 


0,25 eem 





Bei 25—26° entwickelte com CO, 


4 


Nach 0’ 
10 

30 

60 

GW) 

125 

155 

190 

290) 

370 


440 


Ww bo 


11.9 
14.0 
15.8 
16.8 
23.1 
24.0) 
24.8 
25.5 


Tabelle X. 


swe 


Or or de be ee 


“Ino ¢ 


0 
it) 

0 

01 
0.1 
0.1 
O1 
0.2 
O¥ 

0.5 
0.5 


Vergleichende Vergiirung von Brenztraubensiure und Glucose mit frischer 


Toluol, 


2 m K-Acetat 


Sinner-Hefe — 1° 

20,0 cem m/10 Brenztraubensdéure 
(ohne Toluol). 
m/10 Brenztraubenséure 
Toluol + 2g Hefe. 

20,0 ,, m/20 Glucose + 2cem H,O + 2g 
4. 20,0 ,, m/20 Glucose + 2cem H,O + 0,25 cem Toluol 

20,0 + 2cem H,O + 0,25cem Toluol + 2¢ Hefe. 


2 ecm 


20.0 2 ccm 2m K-Acetat 


1 g Hefe 


0,25 cem 


Hefe (ohne Toluol). 


2g Hefe. 





Nach 0’ 


10 
20 
40 
65 

105 

170 

240 

370 


, 455 


0 
0 

0 

01 
01 
0.1 
0,2 
0,2 
0.8 
3,7 


Bei 25—26° entwickelte com CO, 


1 
23.5 
2 


4 


0 
03 
1,1 
5.0 
8.4 
12.4 
15.5 
17.6 
20,7 
23.8 


v2 


Die Ergebnisse mit dieser obergadrigen Rasse fallen aus allen iibrigen 


heraus, 


Man wird nicht fehlgehen, wenn man annimmt, daB durch Toluol 


keine so weitgehende oder so rasche Lockerung in der notorisch starkeren 


Zellwand dieser Oberhefe bewirkt wird. 
zuruckzufiihrende 


le auf 


ahnliche 


Ursachen 


Damit im Einklang steht, daSi 


extracellulare Anhaufung 


von Hexose-diphosphat mit dieser Hefensorte nicht oder kaum gelingt. 
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Tabelle XI. 


Vergleichende Vergiirung von Brenztraubensiure und Glucose mit frisehor Vers 
Liwen-Hefe + 1°, Toluol. 


1. 20,0 cem m/10 Brenztraubenséure + 2cem H,O + 2g Hefe. 
3. 20,0 ,, m/10 si +2 , 2m K-Acetat + 2¢ Hei 
(ohne Toluol). 2 
3. 20,0 ,, m/10 Brenztraubenséure + 2 ,, 2m K-Acetat + 0,2: 9 15 


Toluol + 2g Hefe. 
4, 20,0 ,, m/20 Glucose + 2cem H,O + 2 g Hefe (ohne Toluol). 
5. 20,0 ,, m/20 99 +2 ,, H,O + 0,25 cem Toluol + 2g Hef 
6. 20,0 ,, H,O + 2cemH,0O + 0,25 cem Toluol + 2 g Hefe. 





Bei 24° entwickelte com CO, 





1 2 3 4 5 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 { 
is 10 O1 0,1 0,2 1.3 0,1 ( 
20 0,2 0,1 0.5 5.4 0,2 0 
. 0,4 0,1 1,0 8,2 0,2 ) 
40 0.6 0.1 1.5 9.7 03 0) Verge 
60 1.3 0,2 2.8 12.2 0,4 0.1 
120 3,9 0,2 5,7 15,2 0,9 ( “ 
180 7.6 0.3 8.6 17.0 1,5 0 1. 24 
280 10,8 0.5 10,9 18,5 2.2 0.1 2. 24 
1235 14.5 0.8 13,3 21.4 3.8 02 9 4 
1500 16,2 0.9 13,3 22.3 3.8 02 ag 
4. 24 
Tabelle X11. 5. 24 
Vergleichende Vergirung von Bren:ztraubensiure und Glucose mit frischer 6. 24 
Ludwigii-Hefe I + 1°, Toluol. 
1. 20,0cem m/10 Brenztraubensiure + 2cem H,O + 2g Hefe. 7. 24 
2. 20,0 ,, m/10 ‘ +2 , 2m K-Acetat + 2g Hei 8. 24 
(ohne Toluol). 9. 24 
3. 20,0 ,, m/10 Brenztraubensfure +2 ,, 2m K-Acetat + 0,25 cc 10, 24 
Toluol + 2g Hefe. == 
4. 20,0 ,, m/20 Glucose + 2cem H,O + 2g Hefe (ohne Toluol). 
5. 20,0 ,, m/20 * +2 ,, H,O + 0,25 ccm Toluol + 2g Hele 
6. 20,0 ,, H,O + 2cem H,O + 0,25cem Toluol + 2¢ Hefe. 
Bei 25° entwickelte com CO, 
Nach 
1 2 3 4 5 0 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 2 
a 20 0 0 0 O08 0 0 < San 
e 60 0.4 01 04 8.5 0 0 <: Sa 
eo 06 0,2 09 10.8 0,2 0.1 sole 
» 185 1,3 0,2 4.9 12,7 0.6 0.1 > = 
» 3810 6.3 0,7 15.9 14,1 1.6 0 _ 3a 
» 425 7.7 0,7 16.9 15,0 26 03 
» 1310 11,9 0,7 16,9 17,2 5.4 04 





Wesen der Brenztraubensaure-vergaérung. 


Tabelle XIII. 
Vergleichende Vergirung von Brenztraubensiure und Glucose mit frischer 
Patzenholer-Hefe + 2°, Toluol. 
.0cem m/10 Brenztraubenséure + 1,5cem 2m K-Acetat + 0,375cem 
Toluol + 1,5 ¢ Hefe. 
» m/20 Glucose + 1,5 cem H,O + 0,375 ccm Toluol + 1,5 g Hefe. 
H,O + 1,5 cem H,O + 0,375 cem Toluol + 1,5 g Hefe. 





Bei 21° entwickelte com CO, 


Nach 0’ 


Tabelle XIV. 
Vergleichende Vergirung von Brenztraubensiiure und Rohrzucker mit Saft 
aus Patzenhofer-Hefe. 
24cem Saft + leem Brenztraubensiure-Stammldésung'). 

._ te » +1 ,,  gepufferte Brenztraubensiure-Stammlésung. 
ee » +0,75ecem Brenztraubenséure-Stammlés. + 0,25 cem H,O. 
» Saft + 0,75cem gepufferte Brenztraubensiure-Stammldsung 

0,25 cem H,0O. 

Saft + 0,45cem Brenztraubensdiure-Stammlés. + 0,55cem H,O. 


Saft + 0,45cem gepufferte Brenztraubenséure-Stammlésung 
0,55 cem H,O. 


Saft + 1 eccem Rohrzucker-Stammldésung. 
» + 0,75 ecm o + 0,25 cem H,O. 
» + 0,45 ,, - + 0,55 ,, H,O. 
» + 1lecem H,O. 


Zu Versuch | bis 10 wurden je 0,3 ccm Toluol gefiigt. 





Bei 25° entwickelte com CO, 


4 5 6 7 


0 0 0 0 0 0 0 
44 3,4 14 0.4 r 0.4 1 O08 0 
9.6 5.0 3.6 0.6 2, 7.0 ’ 1,2 0 
11.8 6.8 5.8 3,0 f 12.0 j 2.4 0 
13,0 8.4 7,0 3,2 . 14.6 a 3,2 0 
14.4 10.6 8.4 3.5 by 18,2 2, 4,0 0 
14.8 11,4 8.6 3.6 2 19,4 ‘ 4.2 0 
15,0 11,6 8.8 87 Dy 20,8 3, 44 0 
15.6 13,0 9.4 4.0 7 21,8 ' 45 0 


') Uber die Zusammensetzung der Stammlésungen s. 8. 242, FuBnote | 
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Tabelle XV. 


Vergleichende Vergiirung von Brenztraubensiure und Fructose mit ssf 


1. 24cem Saft 


? 24 
_- ’” 


a 
4. 24 ,, 


& 26 w 


6. 24 
oe & 
+. 
. ia 
10. 24 


aus Liwen-Béhmisch-Hefe. 


leem Brenztraubensaéure-Stammlésung?). 
1 ,, gepufferte Brenztraubensiure-Stammlésung 
‘ + 0,75 ccm Brenztraubenséure-Stammldés. + 0,25 cemH,() 
Saft 0,75 cem gepufferte Brenztraubenséiure-Stamm| 
+ 0,25cem H,O. 
Saft + 0,45cem Brenztraubensaure-Stammlés. 
Saft 0,45 ccm gepufferte Brenztraubenséiure-Stammlé 
0,55 cem H,O. 


0,55 cem H.0 


Saft leem Fructose-Stammlésung 
» + 0,75 ceem a 0,25ceem H,0O. 
0,45 0,55 ,, H,O. 
» + leem H,0O. 


Zu Versuch | bis 10 wurden je 0,3cem Toluol gefiigt. 





Bei 24° entwickelte com CO, 





1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ( 
30 7,8 5,2 3,0 1,7 0,4 1,3 0.5 0.7 0.5 
60 14,2 10,5 4,1 3,0 05 2.1 53 2.8 1.5 
120 15.8 12.0 4.9 4,2 0.6 2.5 8.7 5,0 2,2 ( 
180 17,09 13,0 5,7 5,0 0,8 3,0 14,1 8.6 3,2 
330 20,0 | 15,4 $,2 6.2 1,3 38 19,0 11,0 4.5 
480 29.0 24,7 14.0 16.0 10,1 106 303 21.0 13,4 
1380 29,2 | 24,7 14.0 16,0 10,1 106 30.5 211 13,0 
Tabe lle X Vi. 
Vergleichende Vergiirung von Brenztraubensiiure und Glucose mit Salt 
aus Aceton-Hefe Patzenhofer. 
l. 12cem Buchner-Saft 4+ 1,2cem 2m K-Acetat + 1,2cem m Bren 
traubensaéure. 
2. 12 ,, Sobotka-Saft l2cem 2m K-Acetat 12cem m Bren 
traubensaure. 
3. 12 ,, Saft B + 1,2cem H,O 1,2cem m/2 Glucose. 
‘es » S+1,2 , HO 1,2 m/2 
ae «= » B+24 , HO. 
= ae » 8+24 . #0. 
(B = Buchner-Saft, S = Sobotka-Saft.) 
Zu Versuch 1 bis 6 wurden je 0,15 cem Toluol gefiigt. 
_ Bei 24° entwickelte com CO, 
1 2 3 4 5 6 
Nach 0 0 0 0 0 0 () 
115 2.3 0,2 01 0 0 0 
150 4.9 0.5 0.3 0 0 0 
185 8.3 1,3 2.0 01 0 0 
310 15.5 7,7 7,9 1,7 01 0.1 
1155 16.5 12,0 8,0 2,1 0.1 0,1 
. 1445 17,4 14.3 8.6 3,0 01 0.1 


') Uber die Zusammensetzung der Stammldsungen s. 8. 242, FuBnote | 


Vergh 
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Tabelle XVII. 
Vergleichende Vergiirung von Brenztraubensiure und Glucose mit Saft 
aus Aceton-Hefe Sinner. 
i2cem Saft B + 1l2cem 2m K-Acetat -+ 12cem m_ Brenz- 
traubensaéure. 
1,2 cem m Brenz- 


Saft S + l2eem 2m K-Acetat 


traubensaure. 
Saft B + 1,2cem H,O + 1,2 cem m/2 Glucose 


S+il2, H,O+12., m/2 


B+ 2 . Kochsaft + 12cem 2m K-Acetat + 1,2cem 
m Brenztraubensaure. 

Saft S + 2cem Kochsaft +- 1,.2cem 2m K-Acetat 1,2 cem 
m Brenztraubensaure. 

Saft B + 2ecem Kochsaft + 1,2 ecm H,O + 1,2 cem 

m Glucose. 


Saft S 2cem Kochsaft + 1,2 cem H,O 


1,2 cem 
m Glucose. 
Saft B + 2cem Kochsaft + 2,4eem H,0O. 


S+2 . " +24 ,, H,O. 


Phosphat-Saft B + 1,2cem 2m K-Acetat 
m Brenztraubensaure. 
Phosphat-Saft S + 1,2cem 2m K-Acetat 
m Brenztraubensaure. 


Phosphat-Saft B + 1,2ccm H,O + 1,2 cem m/2 Glucose. 


Phosphat-Saft S + 1,2cem H,O + 1,2 cem m/2 Glucose. 


Phosphat-Saft B + 2,4cem H,O. 
Phosphat-Saft S + 2,4cem H,O. 


Zu Versuch 1 bis 16 je 0,15 cem Toluol. 





4.3 
04 16,8 
04 16,8 
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Vergleichende 


l. 12 cem 


to 
to 
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Tabelle XVIII. 
Vergirung von Brenztraubensiure und Glucose mit Saf; 
aus Aceton-Hefe Engelhardt. 
Saft B 12cem 2m K-Acetat 12cem m Br 
traubensaure. 
Saft S - l2cem 2m K-Acetat lL2cem om B: 


traubensaure. 





3. 12 Saft B 1,.2cem H,O 1.2cem m2 Glucose. 
4. 12 « @ +32. To 12» m/2 
ew B+ 2,4 H, 0. 
6. 12 » O+24 ,. HO. 
> Ww, » B+2 Kochsaft 12cem 2m K-Acetat 1,2 
m Brenztraubensaéure. 
. oe « Saft S 2 cem Kochsaft 12cem 2m K-Acetat + 1,2 ce 
m Brenztraubensaure. 
9. 10 ,, Saft B 2eem Kochsaft + 1,2cem H,O 1,2 cem 
m Glucose. 
10. 10 ,, Saft S + 2cem Kochsaft 12cem H,O + 1,2 cem 
m Glucose. ‘ 
1.10, Seat B 2cem Kochsaft + 2,4ceem H,0O. 
12. 10 ,, » S+2 2,4 H,0O. 
13. 12 ,, Phosphat-Saft B 12cem 2m _ K-Acetat 1,2 cem 
m Brenztraubensiure. 
14. 12 ,, Phosphat-Saft S 12cem 2m K-Avetat 1,2 cem 
m Brenztraubensaure. 
15. 12 ,, Phosphat-Saft B + 1,2 cem H,O 1,2cem m/2 Glucose. 
16. 12 o S 12 . H,O 2. m/2 - 
ae B 2,4 H,O. 
18. 12 ‘i 8+ 2,4 ,, H,O. 
Zu Versuch | bis 18 wurden je 0,15cem Toluol gefiigt. 
Nach Bei 27° entwickelte com CO, 
Melis i 2isie}/siei7]s/|o] wl ma! 2/1! s¢ | as | 16 
0 0 O 0 0 0 0 0 Oo 0 oO 0 0;':0/0 0 0 
30. 04) 01 0 0 0 0 09 01 0 1/10 0 0 1.7 02 0 0 
60 §«6©=8.0'03 01.0 0 0 40 02 04'0 0 0 5.9 03 0 0 
909 72 08 ' 20 0 0 0 74°03 > 56 0 0 0 7.5' 06 0 0 
180 13.0 19'}80 04. O 0 136 12 14602 01 0 96 20 30 0 
289 142 43 96 OS) O 0 141 34 200 04 01 O 105 35 60 O04 
340 142 45'96 18 0 | 0 141 35 206505 O01 O 105, 3.7 60 05 


1) 4,45 
440 
4.4) 
4,4 

Ve 


Oberhe 


stehen. 
gewasc 


unme 


Aus 


~ co 


| 


D 
hinsic} 
Zucke! 
ist auc 


Dikali 
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Anhane. 


uberg hat 1915 (l.c.) gezeigt, daB gepufferte Brenztraubenséure 
Garkraft noch Vermehrungsvermégen frischer Hefen beeintrachtigt. 
und Glaubitz (|. c.) geben an, daB eine mit Brenztraubensdure 
Beriihrung gewesene Hefe ihre Garfahigkeit einbiiBt. DaB lediglich 
\ciditét eine unspezifische Rolle spielt, da8 aber das Pyruvinat-ion 


zich hierbei als ungiftig erweist, zeigen erneut die folgenden Versuche. 
I. Serie. 
rwendete Hejerassen: a) Oberhefe (Sinner); B) Unterheje (Patzenhofer). 


Lésungen: 
i) 44¢ (3,5 com) Brenztraubensiure 8.7 g K,HPO, (wasserfrei) in 
440 com Wasser. 
44g Brenztraubensaéure + 9,8 ¢ Kaliumacetat in 440 cem Wasser. 
| 4.4g¢ Glucose in 440 cem Wasser. 
Versuch 1. 220cem Brenztraubensiure-Phosphat-Lésung a) + Ill g 


Oberhefe. 


= 


Versuch 2. 220cem Brenztraubensdiure-Phosphat-Lésung a) + ll g 
Unterhefe. 


Versuch 3. 220 ccm Brenztraubenséure-Acetat-Lésung b) + 11g Ober- 


Versuch 4. 220cem Brenztraubensadure-Acetat-Lésung b) + llg 
Unterhefe. 

Versuch 5. 220cem Glucose-Lésung c) + 11 g Oberhefe. 

Versuch 6. 220 ccm Glucose-Lésung c) + 11 g Unterhefe. 


Die Ansitze blieben wahrend 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen. Darauf wurde zentrifugiert und zweimal mit Leitungswasser aus- 
gewaschen. Die sémtlicher Hefeproben aus den Versuchen | bis 6 wurden 
unmehr auf ihre Garfahigkeit gepriift: 


Aus Versuch Il. 5eem 1°, ige Glucose-Lsg. 


5g der Ober-Hefe ] 
og ,, Unter-Hefe + li 
og .,, Ober-Hefe + 1 
5g .,, Unter-Hefe ] 
og ,, Ober-Hefe + 15 ,, 
2 ,, Unter-Hefe l 


wr 
' 


‘(- 
ur 


~ 
=i) 





Bei 24 bis 25° entwickelte Kubikzentimeter CO. 
Zeit 1 2 3 4 5 i) 
Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 
30 7,1 3,0 7,0 4.9 6,2 6.3 
915 . 15.3 12.0 15.0 18.1 19,0 18.3 
1200 19.8 15.3 19.3 21,0 21,9 19.6 


Die mit Brenztraubensaure in Acetat-puffer digerierten Hefen weisen 
hinsichtlich ihres Verhaltens keinerlei Unterschiede gegeniiber den mit 
Zucker vorbehandelten Hefen auf. Von einer EinbuBe des Garvermégens 
ist auch in den Fallen nichts zu bemerken, in denen die Pufferung mit 
Dikaliumphosphat bewirkt gewesen war. 
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Il. Serie. 


Verwendete Heferassen: a) Oberhefe 1205; B) Unterhefe 1103; y) Hi 


Lésungen: F 

- ; ~ - : He 

@) 8,.8¢ (7,0cem) Brenztraubensiure + 17,4g K,HPO, (wasserfroi \ 
900 cem Wasser. 4 

b) 9g Glucose + 0,9 ¢ KH, PO, (wasserfrei) in 900 ccm Wasser. , H 

hte 

Versuch 1. 220 cem Brenztraubensiure-Diphosphat-Lésung a) t aline 

Oberhefe 1205. Bakter 

Versuch 2. 220 cem Brenztraubensdure-Diphosphat-Lésung a) + || » He 

Unterhefe 1103. ranul 

Versuch 3. 220 ccm Brenztraubensiure-Diphosphat-Lésung a) lg gereuss, 

Hefe M. He 

Kristal 


Versuch 4. 220 ccm Glucose-Monophosphat-Lésung b) + 11 g Ober. 

hefe 1205. ; 

Klump 

Versuch 5. 220 cem Glucose-Monophosphat-Lésung b) + 11 g Unter Sehr k 
hefe 1103. 


form 





He 
Versuch 6. 220 ccm Glucose-Monophosphat-Lésung b) + 11g HefeM ingleie 
. od ‘ . ; - fast ke 
Nach | tagiger Digestion bei Zimmertemperatur wurde zentrifugier 
und zweimal ausgewaschen. 
Die aus den Versuchen | bis 6 zuriickgewonnenen Hefeproben wurik: 
in folgender Weise gepriift : vi 
icht ul 
A) Gdrung. Hete 
Aus Versuch 1. 1,5 g Oberhefe + 1l5cem 1°%ige Glucose-Lsg. aus Versi 
- A 2. 15g Unterhefe + 15 ,, 1 ,, - 
= int 3. 15¢ Hefe M a aon = 9 
Bs - 4. 15g Oberhefe +15 ,, 1 ,, a 3 
= i 5. 15¢ Unterhefe +15 ,, 1 ,, - 4 
- - 6. 15g¢ Hefe M S i Be ‘a = 
, , 6 
Bei 20° entwickelte Kubikzentimeter C O,. 
Zeit 1 2 3 4 5 6 
Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 Verwen 
- _ « 0.9 3.4 2.5 1,7 2.0 1.9 
» @ , 8,4 9,8 12,4 9.4 10,9 11,1 
- : . ) 
890, 15,1 13,9 14.2 14,1 14,4 14.1 alive 
nae 
In den Brutschrank bei 37° gebracht. b) 4.5 
a? a 27,3 25.5 25,0 25.9 26,5 25.4 150 


Wie ersichtlich, verhalten sich simtliche Hefen vollstandig gleich; di 
Garkraft ist unverandert. 
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B) Mikroskopische Befunde*). 


fefe 1. Zellen meist rundlich, ziemlich gleichférmig, plasmareich, 
crobe Vakuolen, schwach granuliert. Gesund und kraftig, bakterien- 


. Etwa 5°, abgestorbene Zellen. 


Hefe 2. Sehr gleichmaéBig runde Zellen, gleichméBig kriaftig, mittel- 
Vakuolen. Fast hyalines Plasma. Bakterienfrei. Nahezu ohne Granu- 

ifl ma 
Hefe 8. Zellen meist eiférmig, mit ziemlich groBen Vakuolen und 
walinem Plasma, ohne Granulation. Fast gar keine toten Zellen. Keine 


Bakterien. 


Hele 4. Plasmareiche Zellen, mittelgroBe Vakuolen, keine kraftige 
ranulation. 5 bis 10°, tote Zellen. Gesamteindruck: Noch nicht aus- 
ereift, da zahlreiche kleine Sprossen vorhanden. Bakterienfrei. 


Hefe 5. Beim Verriihren mit Wasser flockige Verteilung. Einige 
Kristalle von oxalsaurem Kalk. Zellen gleichmaBig rundlich oder schwach 
‘irmig, mittelgroBe Vakuolen, fast ohne Granulation. Bakterienfrei. In 
Khumpen zusammenbleibend. Vereinzelt das Hefenetzwerk zu_ sehen. 
Sehr kraftige Zellen. 

Hefe 6. Noch viele kleine Sprossungen, daher Gesamtbild etwas 
ngleichmaéBig. Zellen mehr elliptisch als rund. MittelgroBe Vakuolen, 
fast keine Granula. Bakterienfrei. Bis etwa 5%, toter Zellen. 


C) Wachstum. 


Von den Hefen aus Versuch | bis 6 wurden Proben zwecks Weiter- 
ichtung auf Agar entnommen. 





= am aunts — : Mikroskopisches Priparat 
l 2 t+ Reinkultur der Hefe 
2 - + Hefe-Reinkultur, daneben kleine Stabchen 
3 T . ie ” ” os — 
4 + TT Reinkultur der Hefe 
3 t + : —* 
6 Ee iit . . 7 


Ill. Serie. 


Verwendete Heferassen: a) Hejfe der Léwen-Béhmisch-Brauerei; B) Patzen- 
hofe r Hefe; y) Sinner Hele. 


Lésungen: 
i) 4.4¢ Brenztraubensaure 10g Dinatriumphosphat (Na, H PO, + 2 H,O 
nach Soerensen) in 450 cem Wasser. py 4,4. 


b) 4,5 g Glucose + 4,1 g Monokaliumphosphat wasserfrei (Soerensen) in 
450cem Wasser. py = 4,5. 


‘) Nach Beurteilung von Herrn Prof. P. Lindner. 
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Versuch 1. 100 cem Glucose-Monophosphat-Lésung b) + 5g | 
hefe. 

Versuch 2. 100 cem Glucose-Monophosphat-Lésung b) 5¢ P 
hofer-Hefe. 

Versuch 3. 100 cem Glucose-Monophosphat-Lésung b) Se S 
Hefe. 


Versuch 4. 100cem Brenztraubensiure-Diphosphat-Lésung a) 
Léwen-Hefe. 

Versuch 5. 100cem Brenztraubensiure-Diphosphat-Lésung a) 
Patzenhofer-Hefe. 

Versuch 6. 100ccm Brenztraubenséure-Diphosphat-Lésung a) 
Sinner-Hefe. 

ltagige Digestion bei Zimmertemperatur, danach Abschleudery 
und zweimalige Waschung. Priifung auf Garfahigkeit und Wachstw 


A) Gdrung. 


iger Glucose-L 


Je 1,5 ¢ der Hefen 1 bis 6 wurden mit 15 cem 1 








versetzt. 
Bei 21° entwickelte Kubikzentimeter CO,. 
Zeit 1 2 3 4 5 . 
Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 ( 
60, . 42 3.6 5,0 3.0 3.0 4.8 
120 , 6.6 6.0 7.4 5.0 5.6 Ss 
i50 =. 7.8 7.6 8.2 6.4 7,2 4 H 
960. 15,2 13,6 13.4 14,0 14.4 14.4 sus V 
1225 , 18,2 17,3 17,6 17,0 18,2 18.0) 
Uberall gleiches Garvermégen. 
B) Wachstum. 
Hefe Wach bei % , 
e achstum bei 30° ‘ —_ 
aus Versuch nach 16 Stunden Mikroskopisches Praparat en 
Wese 
Hefezellen, daneben Stabchen rma 
2 4 Reinkultur der Hefezellen <Iben 
e T ” 9 » varen 
4 + Hefezellen, daneben Stabchen 
5 + Reinkultur der Hefezellen 
6 + Hefezellen, daneben vereinzelt Kokken und Stabe 


Mit allen Hefeproben reichliches Wachstum. 


IV. Serie. 
Verwendete Heferasse: Saccharomycodes Ludwigii. 


Lésungen: 


a) 0,88 ¢ Brenztraubensiéure +- 2g Dinatriumphosphat (+ 2H, O) in L00c 
Wasser. 

b) 0,88 ¢ Brenztraubensiure + 10cem 2m _  Kalium-Acetat in 100: 
Wasser. 

ce) 1g Glucose + 1 g Monokalium-Phosphat in 100 cem Wasser. 
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Wesen der Brenztraubensaure-vergarung. 25 
such I. 100cem Brenztraubenséure-Diphosphat-Lésung a) 9g 
ii-Hefe. 
such 2. 100 cem Brenztraubensaiure-K-Acetat-Lésung  b) 5g 

vii Hefe. 
such 3. 100 cem Glucose-Monophosphat-Lésung c) 5 g¢ Ludwigii- 


. Nach 24stiindiger Digestion ist zentrifugiert und zweimal ausge- 
en worden. Prifungen der Garfahigkeit und des Wachstums 
vaben keinen verschiedenen Einflu8 der ungleichen Vorbehandlung. 


A) Gdruna. 








l. 15g Ludwigii-Hefe l5icem 1°.ige Glucose-Lsg. 
. 2. 1ig ‘ os Se ” 
3. 1Lb¢ - «a: 8 ws os 
Bei 21° entwickelte Kubikzentimeter CQ,. 
Zeit 1 2 3 
= \ 0 Minuten 0 0 0 
120 3.2 5.3 4.0 
1020 pf 18.2 18,7 18.4 
B) Wachstum. 
Hefe Wachstum bei 3) 
a \ ‘ 
aus Versuch nach 16 Stunden likroskopisches Praparat 
l Hefezellen in Reinkultur 
9 aad 
3 -; ns a o 
-. {us simtlichen angefiihrten Versuchen geht einwandfrei hervor, daB 


mit gepufferter Brenztraubensiure 24 Stunden lang in Beriihrung 
wesenen Hefenarten nicht abgetétet werden. Die Hefezellen besitzen 
rmales Aussehen, vermehren sich reichlich und vergiiren Zucker mit der 
Hefen, die ebenso lange in Zuckerlésung aufbewahrt 


<Iben Starke wie 


ren. 














Berichtigung zu meiner Mitteilung ,Deutung und Folgen 
der Verinderungen in der Kérperzusammensetzung kleiner, 
an Hunger oder Unterernihrung verendeter Tiere*'). 
Von 
Emerich Szérényi. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universiti: 
Budapest.) 


(Eingegangen am 27. Mai 1927.) 


In einer sehr bemerkenswerten Arbeit wird von Terroine und Mit. 
arbeitern®) iiber Beobachtungen berichtet, die sich auf die Zusammen- 


setzung des Tierkérpers bei verschiedener Ernahrungsweise (partic|le 


Unter- und Uberernihrung) beziehen, und aus denen mit Recht geschlossen 
wird, daB der Tierkérper eigentlich als aus zwei Stoffkomplexen bestehend 
angesehen werden mu; der eine bleibt unter allen Umstanden auch bei 
volistandiger Nahrungsentziehung unverandert, der andere variiert mit der 
Art der Ernaihrung. Eine frithere Mitteilung®), die sich auf die Zusaamme: 


setzung des verhungérten Tierkérpers bezieht und auf der eigentlich auch 


die vorerwahnte basiert, hat denselben Gegenstand zum Vorwurfe, wi 
meine oben angefiihrte Arbeit, und hat auch teilweise zu denselben Er 


gebnissen gefiihrt, so z. B. beziiglich des relativen Wasser- und Eiweil- 


gehalts. Leider ist mir die Zeitschrift, in der jene franzésischen Arbeite: 
erschienen sind, nicht zugaénglich, so daB ich von ihnen zur Zeit der Al 
fassung meines Manuskriptes keine Kenntnis haben und mich von ihre: 
wertvollen Inhalt erst iiberzeugen konnte, als mir die betreffenden Sonder- 
abdriicke von Herrn Prof. Terroine eingesandt wurden. 


1) Diese Zeitschr. 183, 350, 1927. 
2) Emile F. Terroine, A. Feuerbach et E. Brenckmann, Arch. internat 
de Physiol. 22, 233, 1924. 


3) Emile F. Terroine, E. Brenckmann et A. Feuerbach, ebendaselbst 2, 


406, 1923. 
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Methode zur Bestimmung von Kupfer 
und Eisen und iiber den Kupfergehalt des Blutserums. 


Von 
Otto Warburg (Berlin-Dahlem). 


2 


(Eingegangen am 30. Mai 1927.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Bei dem Versuch, kleine Mengen Schwermetal] in organischen 
Substanzen zu bestimmen, habe ich gesehen, daB die vorhandenen 
Methoden unbefriedigend sind. Sowoh] Eisen als auch Kupfer gehen bei 
den gebrauchlichen Methoden der Veraschung teilweise verloren. Hat 
man ferner eine Aschenlésung, die Kupfer und Eisen in kleinen Mengen 
enthalt, so st6Bt die Bestimmung des Kupfers auf uniiberwindliche 
Schwierigkeiten. Die Bestimmung des Eisens ist zwar nach ler Rhodan- 
methode méglich, aber, wie Stokes und Cain') gezeigt haben, um- 
standlich. 

Im folgenden werden einfache Methoden zur Bestimmung von 
Kupfer und Eisen in Aschen beschrieben, Methoden, von denen ich 
glaube, daB sie in der Enzymchemie und der Medizin eine Rolle spielen 
werden. Man kann mit diesen Methoden Kupfer oder Eisen in '/,, cem 
Serum bestimmen, und es ist mit ihnen entdeckt worden, daB Kupfer 
konstant im menschlichen Blutserum vorkommt. 


Ich beschreibe die Versuche in folgender Anordnung: 
1. Bestimmung des Kupfers. 
Il. Bestimmung des Eisens. 
111. Bestimmung des Mangans. 
IV. Veraschung. 
V. Metallbestimmung im nicht veraschten Serum 


VI. Kupfer in Zellen. 


1) H.N. Stokes und J. R. Cain, Scientific Papers of the Bureau of 
Standards Nr. 53. Januar 1907. 
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I. Kupferbestimmung. 
Prinzip. 

Da, wie friiher gezeigt'), Cystein sich nur bei Gegenwart 
Schwermetallen oxydiert, so kann man die Oxydation von Cyst 
lésungen benutzen, um Schwermetalle nachzuweisen und zu bestimme, 

Wirksam bei der Cysteinoxydation sind im wesentlichen Eise; 
Mangan und Kupfer. Ich habe gefunden, daB Pyrophosphat die Wirk ung 
des Eisens und des Mangans, nicht aber die Wirkung des Kupfers 
hemmt?). Untersucht man also die Oxydation des Cysteins in Pyr 
phosphat, so kann man Kupfer neben Eisen und Mangan nachweise 
und bestimmen. 

Die Brauchbarkeit des Prinzips hangt davon ab, ob Cystein- und 
Pyrophosphatlésungen ohne allzu groBe Schwierigkeiten hinreichend 
rein hergestellt werden kénnen und ob der Oxydationsverlauf so einfac! 
ist, daB man die Kupfermengen aus den Oxydationsgeschwindigkeiten 
berechnen kann. Beide Fragen sind zu bejahen. — 

Die wichtigsten alteren Arbeiten iiber Cystein sind von E. Bay 
mann*), von E. Friedemann*) und von Mathews und Walker®). Baumann 
entdeckte das Cystein und fand, daB es — in saurer Lésung gegeniiber 
Sauerstoff bestandig — in neutraler und alkalischer Lésung leicht von 
Sauerstoff oxydiert wird, und weiterhin, daB Eisensalze die Oxydation 
beschleunigen. Friedemann klarte die Konstitution des Cysteins auf 
Mathews und Walker untersuchten den EinfluB der Wasserstoffionen 
konzentration auf die Oxydation und fanden in der Nahe des Neutra! 
punkts ein Maximum der Geschwindigkeit. “Sie fanden ferner, dai 
Kupfer, ahnlich wie Eisen, die Oxydation beschleunigt. Im itbrigen 
enthalt die Arbeit von Mathews und Walker einige Angaben, die ich 
nicht bestatigen kann, z. B., daB Mangan katalytisch unwirksam, aber 
Gold und Platin katalytisch wirksam seien. 


Versuchsanordnung. 
Die GefaBe*®) zur Messung der Oxydationsgeschwindigkeit haben 
die Form der Abb. 1. Ihr Volumen betragt etwa 15 cem. Der Haupt- 


1) O. Warburg und S. Sakuma, Pfliigers Arch. 200, 203, 1923; S. Sakuma, 
diese Zeitschr. 142, 68, 1923. 

2) Eine Verallgemeinerung ist unzulassig, da es sich um Konkurrenze1 
zwischen verschiedenen Komplexbildnern handelt. Bei der Oxydation 
der Zucker wird gerade die Kupferwirkung durch Pyrophosphat gehemmt 
Vel. H. A. Krebs, diese Zeitschr. 180, 377, 1927. 

3) FE. Baumann, Hoppe-Seyler 8, 299, 1883/84. 

4) E. Friedemann, Hofmeisters Beitrage 4, 504, 1904. 

5) Mathews und Walker, Journ. Biol. Chem. 6, 21, 29, 299, 1909. 

*) Die GefaBe stellt Hanff und Buest, Berlin N, ChausseestraS8e 117, 
her, und zwar sowohl aus Glas als auch aus Bergkristall, letztere zur Metal!- 
bestimmung in Aschen nach Kapitel IV. 
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(H) enthalt 2 cem einer 0,2 mol. Natriumpyrophosphatlésung 


raul 
von geeignetem py. Die Birne (B) enthalt 5 bis 6 mg Cysteinchlor- 
hydrat, gelést in O,lcem Wasser und 0,leem der auf Kupfer zu 


prifenden Flissigkeit, die kongosauer reagieren muB. Der Gasraum 
nthalt Luft. 


Die MeBgefaBe werden durch Schliff mit 
Wassermanometern verbunden und im Thermo- 
staten bei 20° geschiittelt. 10 Minuten nach 
dem Einhangen in den Thermostaten spilt man 
den Inhalt der Birne in den Hauptraum, 
5 Minuten spater (durch Austreibung von Kohlen- 
saure entsteht zunachst ein geringer positiver 
Druck) beginnt die Messung der Sauerstoff- 
ibsorption. Die Ausschlage sollen nicht gréBer 
sein als 3mm pro Minute, in jedem Falle ist durch 
Variation der Schiittelgeschwindigkeit zu kon- 
trollieren, ob sie unabhangig von der Schiittel- 





veschwindigkeit sind. 


Herstellung des Cysteins und der Pyrophosphatlosung. 


Die friiher von mir beschriebene Methode zur Reinigung des 
(ysteins ist umstandlich und liefert nur kleine Ausbeuten an Cystein 
Ich habe eine einfache Methode zur Reinigung des Cysteins ge 
funden, nach der C. A. F. Kahlbaum-Berlin-Adlershof das Cystein her- 
stellt. Kahlbaum wird in Zukunft sowohl reines Cyste'n als auch ge- 
reinigte Pufferlésungen fiir die Eisen- und Kupferbestimmung liefern. 


Cystein. 50g Cystein aus Haaren werden nach der Vorschrift 
von FE. Friedemann') mit Zinn und Salzsiure reduziert. Die von Zinn 
und Schwefelwasserstoff befreite Liésung wird auf dem Wasserbad 
bis auf 70 ccm eingedampft. LaBt man 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
stehen, so kristallisiert Cysteinchlorhydrat in groBen durchsichtigen 
Kristallen, von denen man eine gelbe, zahfliissige Mutterlauge leicht 
abgieBen kann. Die Kristalle bringt man in einen Mérser, zerreibt sie 
mit reinem Aceton so fein als méglich, saugt ab und _ wiederholt 


Zerreiben und Absaugen, b's das Aceton farblos abliuft. Aceton, 
in dem Cysteinchlorhydrat fast unléslich ist, hat die Eigenschaft, 
Kisenchlorid und andere Schwermetallchloride aufzunehmen. Man 


trocknet im Vakuum iiber Schwefelsiure. Die Ausbeute an Cystein- 
chlorhydrat, das fiir die Metallbestimmungen hinreichend rein ist, 
betragt etwa 30g. 


!) EB. Friedemann, Hofmeisters Beitr. 4, 504, 1904. 
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P yrophos phat. 180g Natriumpyrophosphat puriss. Kah//auy 
werden unter Erwarmen in 200 ccm Wasser geldst, filtriert und ay 
Zimmertemperatur abgekiihlt, wobei etwa 90g Salz ausfallen. May 
saugt ab, wascht mit eiskaltem Wasser, trocknet bei 100° und {js 
nun so viel Salz in Wasser auf, daB die Lésung 0,2 mol. in bezug auf 
Na,P,0, wird. Die Einstellung der Lésung geschieht mit n Salzsiun 
und Methylorange, das in Rot umschlagt, wenn Na, P,O; in Na, H,P,0. 
umgesetzt worden ist. 

Die alkalische Pyrophosphatlésung ist haltbar. Man fiillt sic in 
glasierte Porzellanflaschen, die vorher einige Tage mit Pyrophosphat 
lésung gereinigt worden sind. 

Zum Gebrauch versetzt man mit so viel n Salzsaure (aus Kahlhaum 
scher ,,eisenfreier‘’ Salzsiure hergestellt), daB das gewiinschte py, 
entsteht. Ich habe im allgemeinen bei px 7,6 gearbeitet. Gibt man zu 
10 cem der alkalischen (0,2 mol.) Pyrophosphatlésung 1,0 cem n Salz 
sdure, so ist — bei 20° — py = 7,88, und gibt man zu 1 ccm der an 
gesiuerten Lésung 3 mg Cysteinchlorhydrat, so ist pa = 7,64. Diese 
pu-Werte wurden elektrometrisch gemessen. 

Priifung auf Reinheit. Man fillt in den Hauptraum des Mei 
gefaBes 2ccm der angeséuerten Pyrophosphatlésung, in die Birne 6 mg 
Cystein und 0,1 ccm Wasser. Die mit dem Cystein gemischte Lésung 
absorbierte am Anfang dieser Arbeit pro Stunde etwa 28cmm Q,, spater 
als das Reinigungsverfahren .werbessert war, 6cemm O, (20°, Luft 
28emm O, entsprechen 3.10~5> mg Cu, 6emm OQ, entsprechen 6.5 
. 10-* mg Cu. 

Standard-Kupferlésung. Sie wird bereitet durch Auflésen von 
reinem Kupfervitriol in n/100 Salzsiure und enthalt 2 . 10~* mg Kupfe: 
in O,leem. Diese Lésung ist lange Zeit haltbar. 

Reinigung der Gidser. Man reinigt mit heiBer Chromschwefelsaur 
spilt mit destilliertem Wasser und trocknet in einem Aluminium 
trockenschrank. Spilt man zuerst mit Leitungswasser, so setzt sich 
Metall an die Glaswand, das beim nachherigen Spiilen mit destilliertem 
Wasser haften bleibt, aber von sauren Fliissigkeiten wieder abgelis! 
wird. Deshalb ist Leitungswasser ganz zu vermeiden. 


Oxydationsverlaus. 


Da sich Cystein in kongosaurer Lésung nicht oxydiert und da dix 
Fliissigkeit in der Birne des MeBgefaBes nach der Vorschrift kongosauc: 
ist, so findet in der Birne keine Oxydation statt. Die Oxydation 
beginnt erst, wenn man den Birneninhalt mit der Pufferlésung in den 
Hauptraum heriibergeholt hat. Ihre Geschwindigkeit hangt dann vo: 
der Temperatur, dem Sauerstoffdruck, der Wasserstoffionenkonzentration 





‘OD 
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und dem Kupfergehalt ab. Das folgende bezieht sich auf 20°, Luft 
nd pa 7,6. 

LaBt man die Oxydation des Cysteins in Pyrophosphat bis zu 
Ende gehen, so werden pro Milligramm Cysteinchlorhydrat 37 bis 38 emm 
Sauerstoff aufgenommen, das ist etwas mehr, als fiir den Ubergang 
('ystein  Cystin notwendig ist (ber. 36cmm). Hierbei verlauft mehr 
ils der halbe Umsatz mit konstanter Geschwindigkeit. Nur dieser mit 
konstanter Geschwindigkeit verlaufende Umsatz ist fiir die Bestimmung 
des Kupfers brauchbar, d. h. die Anfangsgeschwindigkeit. Die Anfangs- 
geschwindigkeiten sind fast genau proportional dem Gehalt der Lésungen 
in Kupfer. 

Zum Beleg des Gesagten dienen die Tabellen I und II, sowie die 
\bbildungen 2 und 3. Bei der Berechnung der Kupferwirkungen ist 
immer die Oxydationsgeschwindigkeit ohne Kupferzusatz zu_beriick- 
sichtigen, die in jedem Falle durch ein KontrollgefaB bestimmt wird. 


Driicken wir die Wirkung W des Kupfers in emm O,/mg Cu « Stunden 
ius, so finden wir 
W ~ 900000. 


Es iibertragt also 1 mg Kupfer pro Stunde — unter den Bedingungen 
unserer Anordnung — rund 900000 cmm Sauerstoff. 


' \ 


Tabe lle I. 


Oxydationsverlauf und Endwert in Pyrophosphat. 20°. Luft. pg 7.6. 
: yro} ! } 





Ohne Cu+Zusatz Mit Cu-Zusatz 
GefaB 1 GetaB 2 GetaB 3 GetaB 4 
GefaBkonstant. | ’ - . 7 . 
: im qua | ko, 1,27 ko, 1,24 ko, 1,58 ko, 1 
Hauptraum . . 2cem Pyroph 2ccm Pyroph. 2 ccm Pyroph 2ccm Pyroph 
|} 6mg Cystein-HC! 6mg Cystein-H C! 5,8 mg CysteinsH ¢ ‘1 64mg Cysteinstit 
dime 0.1 H.O 01 H.O 0,2 H,O 0.2 H,O 
\ ‘ 3 ‘ 3 2. 10-4 mg Cu 2. 10-4 mg Cu 
mm cmm mm cmm mm cmm mm emm 
Ausgleich ( 14) (18,2) 13.5) (17.4 
5 14 Is.2 3.5 7A 
10 3 3s 25 3.1 27.5 36.0 26.5 BA 
eh) 65 S38 6 7A dB 70*) D4 70 * 
30 10 12.4 10 12.4 SO.5 106 S15 105 
40 14.5 184 14 17.4 106 130 107.5 140 
60 22 28 22.5 $8 144.5 190 147.5 190 
st) 59 3s 30.5 3S 16.5 204 162.5 210 
1 38.5 49 39 49 157 = 205 163.5 201 


+ Ausgl. 223cmm + Ausgleich 228 cmn 
pro mg Cystein-HCl pro mg Cystein-H ¢ 


38 4emm 37.0emm 


*) Wey 030 000, 
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Tabelle lla. Verschiedene Kupfermengen. 20°. Luft. py 7. 
Ohne Zusatz Cu-Zusatz 1 10-4 mg CurZusatz 2 10 
von Cu 
GetabB 1 GefaB 2 GetaB 3 GetaB 4 Getaf 
GetaBbkonst , , , 
ames” ft ko. 1,20 ko. 1,24 ko, 1,31 ko 1,20 ke 
Hauptreum 2cem Pyroph 2ccm Pyroph 2ccm Pyroph 2com Pyroph 2ccm | 
Rirne 5 mg 0.1 H.O 0.2 H,O 0.2 H,O 0.2 H,O 02H 
Cystein- 2 1. 10-4 mg + 1. 10-4 mg + 2. 10-4 mg +2 ) g 
chlorhydr. + Cu Cu Cu u 
2 mm cmm mm cmm mm cmim mm cmm mm 
5’ Ausgleich 
y 05 OF 7 87 5.5 72 12 15.4 12 lis 
10 20 26 14.5 18 12.5 164 25.5 88 24.5 32 
20) 5. 64 30.5 3s 26 34 51.5 6645 59 65 
30 90 116 -465 5745 -40 52 76.5 99 74.5 OS 
40 12 15.4 -62 77 - 54 71 - 99 128 96.5 127 
59 16 206 -—78 97 68 s9 116 150 113.5 150 ( 
60 20 26 94 116 S2 108 127.5 165 126 165 
Tabelle 11b. Aus den Zahlen der Tabelle lla berechnet. A, ist der Aussc!} 
den 1.10—-4mg Cu erzeugt, 4, ist der Ausschlag, den 2. 10-4 mgCu erz 
I Il Il 
_ ohne Cu-Zusatz Cu+Zusatz 1, a I, 
Cu-Zusatz 1. 10-4 mg 2. 10-4 mg (a—) du —p { 
cmm emm (Mittel) cmm (Mittel) 
y 0.7 S.0 15.6 73 14.9 2.14 
10 26 17.2 32.5 14.6 29.9 2 05 
, 2) 64 36 65.8 29.6 59.4 2. ‘ 
39 11.6 dD 98.5 34 S6.9 24 ( 
4) 154 74 127.5 5S6 112.1 1.92 
50 20.6 43 150 72.4 129.4 17 
60 26 112 165 86.0 139 6 \ 
Wirkung des Kupfers, berechnet aus den 
) .-Stundenwerten W=990000 W=-900000 
t 
g 
A 
| 








— » Minu 


Abb. 3 
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Berechnung der Kupfermenge. 
Es liege eine Aschenlésung vor, deren Kupfergehalt bestimmt 
werden soll. Zur Messung benutze ich drei GefaBe (nach Abb. 1), die 
endermaBen gefiillt werden: 





GefaB 1 GefaB 2 GetaB 3 
Hauptraum 2 cem 2 eem 2cem Pyrophosphat 
Rirne 6 mg 6 mg 6 mg Cysteinchlorhydrat 
0.1 cen 0.1 eem Ol cem Wasser 
Gi « 01 ., Aschenldsnng 
1.1. Kupferlosung mit 


2.10°* mg Cu 


Die Anfangsgeschwindigkeiten in den drei GefaBen seien: a, in 
GefaB 1, a, in GefaB 2 und a, in GefaB 3. Dann ist die Kupfermenge x 


n 0.1 cem der Aschenlésung: 


i -2~x 10mg 


Bei dieser Berechnung benutzt man nicht einen einmalig be- 
stimmten Standardwert der Kupferwirkung W; man bestimmt vielmehr 
die Kupferwirkung W in jedem Versuch und fiir jede Lésung von neuem 
und eliminiert so Faktoren, die in Lésungen unbekannter. Zusammen- 
setzung wie es die Aschenlésungen sind “~ von EinfluB ‘auf die 
Oxydationsgeschwindigkeit sein kénnten. Man hat dabei den weiteren 
Vorteil, daB man Temperatur, Sauerstoffdruck und pg von Versuch zu 
Versuch nicht streng konstant halten muB. 

pu der Pufferléisung wird bei Zugabe des kongosauren Birnen 
inhalts nach der sauren Seite verschoben, vorwiegend durch die Salz- 
siure des Cysteinchlorhydrats. Dies ist bei der Herstellung der sauren 
Pyrophosphatlésung zu_ berticksichtigen. 

Uber den EinfluB von pa auf die Oxydationsgeschwindigkeit 
orientieren die folgenden Zahlen, die bei 20° und in Luft (O,-Druck 
154mm Hg) fiir die Kupferwirkungen W erhalten wurden 


Pu 8,31 8,03 7.63 7,15 
W. a 482000 900000 416000 
Pa bei diesem Versuch wurde — nach Zusatz des Cysteins elektro 


metrisch gemessen. 


Wirkung des Kupiers bei Gegenwart von Eisen oder Mangan. 


Sowohl Eisen als auch Mangan werden in ihrer Wirkung auf 
Cystein durch Pyrophosphat vollstandig gehemmt. Zum Beleg dieser 
wichtigen Tatsache dienen die Zahlen der Tabellen Il und IV 
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Tabelle 111. 
Eisen in Pyrophosphat und Eisen Kupfer in Pyrophosphat 


20°. Luft. py 7,6. 





GefaB 1 GetaB 2 GetaB 3 GefaB 4 Geta 
GefaBkonst , ’ . , , 
in oa } ko, = 1,29 ko, = 1,24 ko, = 1,31 ko, = 1,30 ko, 
Hauptraum: 2ccm Pyroph. 2ccm Pyroph. 2ccm Pyroph. 2ccm Pyroph. 2cem Pyro; 
ee 03 H,O 03 H.O 
0.2 H,O ¥ - 0.2 H,O v 2 
Bir 5 0.1 HO - +2.10-4 5 “< 2 + 200. Vi 
Cysteine” _ ind = —_ Fe me +200 * “me Fe : 
chlorhydr. + _ +2. 10-4 mg . + 2.10-4 mg 
: Cu ‘ Cu 
mm cmm mm cmm mm cmm mm cmm mm cmin 
5’ Ausgleich 
5' l 13 1 12 13.5 17,7 05 07 10.5 138 
10) 2 26 2 25 26 34 10 13 20.5 268 
20 55 7,1 6 74 D4 71 35 45 42 Do 
30 95 12 105 13 so 104 60 78 65 SS 
40 13 168 -135 168 -102 134 8.0 104 86 «112 
60 - 21 27 - 22 27 129 169 14 1S 125 161 
Wirkung W des Kupfers, berechnet 
aus den '/,-Stundenwerten. . . . |W = 960000 W — 750 
Tabelle 1V. 
Mangan in Pyrophosphat und Mangan + Kupfer in Pyrophosphat. 


20°. Luft. Pu 7.6. 





GetaB 1 GefaB 2 GefaB 3 GefaB 4 


Hlauptraum 2 ccm Pyrophosphat 2ccm Pyrophosphat 2 ccm Pyrophosphat 2 ccm Pyrophosphat 


Birne 6 mg 0,1 H,O 0.2 H,O 0.2 H,O 0,3 H,O 
Cystein- + 200. 10-4 mg Mn + 200. 10-* mg Mr 
chlorhydr. + —_ + 2.10-+ mg Cu + 2. 10-4 mg ( 
cmm cmm cmm cmm 
20’ 13.7 13,6 78 77 


Wirkung des Kupfers: Ww 960000 | W 950 00 


Sind die Eisenmengen im Vergleich zu den Kupfermengen se! 
groB, so tritt eine Komplikation auf, indem Eisen die Kupferwirkung 
etwas vermindert, beispielsweise (vgl. GefaB 5 der Tabelle II) un 
22°, wenn hundertmal soviel Eisen als Kupfer in der zu bestimmende: 
Lisung vorliegt. Trotzdem entsteht kein Fehler in der Kupfer 
bestimmung, wenn man wie vorgeschrieben rechnet 


Im Gegensatz zum Eisen ist Mangan selbst in groBen Mengen ohn 
KinfluB auf die Kupferwirkung. 
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Empfindlichkeit der Methode. 

Die Empfindlichkeit der Methode hangt von der Reinheit der 
Pyrophosphatlésung ab. Je weniger Kupfer die Pyrophosphatlésung 
nthalt, um so kleiner sind die Kupfermengen, die man bestimmen 
kann. Verlangt man, daB die Ausschlage in dem VersuchsgefaB mindestens 
loppelt so groB sind als im KontrollgefaB, so ist die kleinste Menge, 
lie wir bestimmen kénnen, von der GréBenordnung 10~5 mg Cu. 


Il. Bestimmung des Eisens. 
Prinzip und Versuchsanordnung 


sind die gleichen, wie bei der Kupferbestimmung. Statt Pyrophosphat 
benutzt man als Pufferlésung Borat in etwa 1 mol. Konzentration und 
von pa 9.5. Wie bei der Kupferbestimmung fiillt man in die Birne des 
VersuchsgefaBes 0.1 cem einer Lésung, die 5 bis 6 mg Cysteinchlor- 
hydrat enthalt, und 0,l cem Aschenlésung, die in bezug auf Saure 
n/20 bis n/10 ist, in den Hauptraum 2cem Boratlésung. Nach dem 
Mischen des Birneninhalts mit dem Borat miBt man die Oxydations- 
geschwindigkeit. 

Ist in der Asche neben Eisen noch Kupfer — was in Aschen von 
Zellen haufig der Fall ist —, so setzt sich der ,,Boratausschlag* aus 
der Wirkung der beiden Metalle zusammen, da auch Kupfer in Borat 
katalytisch wirkt. Um den Eisengehalt einer solchen Asche berechnen 
zu kénnen, muB man zuerst den Kupfergehalt nach der Pyrophosphat- 
methode bestimmen. Man zieht dann von dem Boratausschlag die 
Kupferwirkung ab und erhalt so den Anteil der Oxydation, der durch 
das Eisen bewirkt wird. 


Herstellung der Boratlésung. 

62g Borsiure (1 Mol) und 31g Kaliumhydroxyd (0,55 Mole) 
werden mit Wasser zu einem Liter gelést. Dann ist pq etwa 9.5. Es 
indert sich nicht bei der folgenden Behandlung mit Kohle. 

20g Tierblutkohle Merck werden mit 1 Liter Wasser aus- 
gekocht. Man la8t absitzen, gieBt die triibe Fliissigkeit ab, gibt wieder 
| Liter Wasser hinzu, kocht, saugt ab und wascht mit Wasser auf der 
Nutsche. Die so gereinigte Kohle wird nicht getrocknet, sondern feucht 


zum Reinigen der Boratlésung verwendet. 

1 Liter Boratlésung wird mit 10g Kohle 15 Minuten lang ge- 
schiittelt, filtriert, das Filtrat wieder 15 Minuten lang mit 10g neuer 
Kohle geschiittelt und wieder filtriert. 

Zur Priifung der Boratlésung bringt man in den Hauptraum des 
MeBgefaBes (Abb. 1) 2 com Borat, in die Birne 6 mg Cysteinchlorhydrat, 
gelést in 0,1 com Wasser, und miBt nach dem Eintragen des Cysteins 
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Am Anfang 4d 


Arbeit betrug der Boratausschlag pro Stunde rund 7¢mm und 
dann mit der Verbesserung der Reinigung auf 4emm pro Stund: 


Eisen umgerechnet, bedeuten diese Ausschlage, daB 2 ccm Borat}o 
7.1075 bis 4.10~-5 mg Fe enthielten 


Oxydationsverlau}. 


Die Geschwindigkeit der Oxydation in Borat hangt von der Ten 
peratur, dem Sauerstoffdruck, der Wasserstoffionenkonzentration \in\ 
Unsere Arbeitsbedingungen sind: 20° 


dem Metallgehalt 


Sauerstoffdruck der Luft. 


Cysteins, 
36 cmm 


ab. 


9,3. Pro 
Sauerstoff aufgenommen, das ist die 


Milligramm Cysteinchlorhydrat 


Tabelle V. 


fiir 


pa war im allgemeinen, nach Zusatz des 


werden rund 
+ 
den Uhergang 





Hauptraum 


Birne- - 


15’ Ausgleich 
10’ 
20 
49 
60 
SO 

109 
120 
149 
160 
190 
220 
250 


290 


$20 
350 
380 
410 


Oxydationsverlauf und Endwert in Borat. 20°. Luft. 
Ohne Metallzusatz + Kupfer + Eisen 
GefaB 1 GetaB 2 GefaB 3 


2 ccm Borat 


2 ccm Borat 


6mgCysteinchlorhydrat 6 my Cysteinchlorhydrat 


0,1 com n/100 HCl 


cmm O, 


or 


or 


8. 10-4 mg Cu 
in 0,1 n 100 HCl 


cmm O, 
(8,5) 


5,8 


4 
114 
132 
150 
170 
184 
192 
200 


204 


2ccm Borat 


6 mg Cysteinchlorhydrat 


8 
In 


10-4 mg Fe 
0.1 n/100 HC! 
emm O, 

(27) 

18,2 
36.4 
73 

110 

144 

172 

192 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 

200 


200 
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(ystein » Cystin berechnete Menge. Dies gilt sowohl fiir die Kupfer- 
uuch fiir die Eisenkatalyse. Zum Beleg dienen Tabelle V und 
Abb. 4 und 5. 


comm OQ» 





o @ 80 720 160 200 2W 280 320 W0 WO WO WO 
Wruten 


Abb. 4 
2 ccm Borat + 6mg Cysteinchlorhydrat + 8 .'10-4 mg Cu. 20°. Luft 


" Sowohl mit Kupfer als auch mit Eisen verliuft mehr als der halbe 
Umsatz mit konstanter Gesechwindigkeit (Tabelle V und Abb. 4 und 5) 
Nur dieser mit konstanter Geschwindigkeit verlaufende Umsatz ist 
fiir die Bestimmung der Metalle brauchbar, d. h. die Anfangsgesch windig- 

keit. 
Bezeichnen wir wieder den yy’? 
emm QO, . 





Quotienten 
: mg Metall x Stunden 


mit W, so haben wir hier We, 
Wirkung des Kupfers in Borat) 
und W,, (Wirkung des _ Eisens 
in Borat) zu unterscheiden. Ich 
finde fiir 20° und Luft (O,-Druck 
154ceem Hg) und fiir py 9.3 (nach 
Zusatz des Cysteins elektrometrisch 
bestimmt) : 

We, = 45000, Wy, = 112000, 








wobei die zu 2cem zugesetzten 

Metallmengen 4.1074 mg Cu und 

4.10-4mg Fe betrugen oo dl dliaadiendie, * —*- 
Weder die Wirkung des Kupfers Abb. 5 


: - me , 2ccm Borat + 6mg Cysteinchlor- 
noch die W irkung des Eisens ist bydest + 8.10 ‘mg Fe 20°. Luft 


-o 
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streng proportional der Menge an zugesetztem Metall, sondern 
Wirkung pro Milligramm Metall nimmt mit der Metallmenge e+ 
zu (Tabelle VI und Abb. 6 und 7). 

Die Berechnung des Eisengehalts aus der Oxydationsgeschwi: 


keit geschieht wie bei Kupfer in Kapitel I beschrieben, nachdem 


Tabelle VI. 


Verschiedene Kupfer- und Eisenmengen in Borat. 20°. Luft 





GefaB 1 GefaB 2 GefaB 3 GetaB 4 GefaB § 


, ° 


Hauptraum 2 ccm Borat 2 ccm Borat 2 ccm Borat 22cm Borat 2 ccm Bor 


cea chlorhydrat chlorhydrat chlorhydrat chiorhydrat chlorhydrat 
ir ° 
0,10 com 4.10-4*mg Cu 8.10-4 mg Cu 4.10-4 mg Fe 8. 10-* mg 
| n 1l0O0HCI inO.1n/l0HC! inO.1n LOHC! ind. n 1OOHCL in 0.1 9/100 H¢ 
cmm cmm cmm cmm cmm 
20’ 13 5.8 11 16.6 36.4 
40 3,7 12.8 22.7 34,5 73 
60 6.8 19.2 35 53 110 
120 15 41 71 106 192 
GefaB 2 GefaB 3 GetabBb 4 GetaB 5 
GefaB 1 GefaB 1 Geta 1 Getab | 
cmm cmim cemm cmimn 
aA 15.3 35.1 
‘ 40 30.8 693 
60 12.4 28,2 46,2 103.2 
120 26 5b 
*] ), 
W = 32 500 35 000 115.000 129 000 


mg Metall x Stunden 














0 70 20 30 W SO 60 70 80 390 100 FO 720 
M7, dtd 


Abb. 6. 


6 mg Cysteins | 6mg Cysteine 6 mg Cysteine 6mg Cysteine 6 mg Cysten 


he 
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von dem Boratausschlag den Anteil, der auf das Kupfer kommt, ab- 
vesogen hat. Nur ist hier wegen der nicht strengen Proportionalitat 
zwischen Metallmenge und Oxydationsgeschwindigkeit darauf zu 
chten, daB man so wenig als méglich Metall zu der Aschenlésung 
. hinzufiigt. Bei Prazisionsbestimmungen kann man der Nichtpro- 
portionalitat durch eine Korrektion Rechnung tragen. 


aN ———_—_—_—_ - - - ~~ -~ — 





Abb. 7. 


Il. Manganbestimmung. 


Wie Kupfer und Eisen, so wirkt auch Mangan in Borat-Cystein- 
ldsungen oxydationskatalytisch. Andert man pu des Borats, so andert 
sich im allgemeinen die Wirkung der Metalle, jedoch in verschiedenem 
MaBe, je nachdem Kupfer oder Eisen oder Mangan vorliegt. Beispiels- 
weise sind die Wirkungen W der drei Metalle, wenn man von px 9.30 
zu 10,15 tibergeht: 

Py 9,30 45000 We,, 112000 Wy,, 110000 Wy, 
Pu 10,15 20000 ,, 30000 ,, 114000 ,, 


Durch Anderung von pg kann man also entscheiden, ob ein 
Boratausschlag’* durch Kupfer oder durch Eisen oder durch Mangan 
hervorgebracht ist. Liegt aber ein Gemisch der drei Metalle vor, so 
treten Schwierigkeiten auf, die noch nicht tiberwunden sind. 


Vorsehrift zur Herstellung der starker alkalischen Boratlésung 
62 ¢ Borsaéure (1 Mol) und 48g Kaliumhydroxyd (0,85 Mole) werden 
mit Wasser zu 1000 ccm gelést. Man reinigt zweimal mit 10g Tier- 
kohle, wie in Abschnitt I] vorgeschrieben. pq war, elektrometrisch 
gemessen, 10,3 und nach Zusatz von 3mg Cysteinchlorhydrat zu 
leem Borat 10,15. 
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IV. Veraschung. 

Zur Veraschung benutze ich GefiBe nach Abb. 1, die jedoch 
nicht aus Glas, sondern aus Bergkristall hergestellt sind. May 
bringt die zu veraschende Substanz in die Birne des Gefiifes 
trocknet bei 120°, stellt das GefaB 14 Stunden in einen elektrisch » 
heizten Gliihofen, in dem dunkle Rotglut herrscht, gibt dann in d 
Birne Salzsiure und Cysteinchlorhydrat, in den Hauptraum Pyro 
phosphat oder Borat und verfahrt weiter nach den Kapiteln I bis [1]! 


Die Methode ist zunachst fiir Serum ausgearbeitet worden. Trocknet 
und gliiht man Serum, wie beschrieben, so verliert man immer Meta|| 
Man vermeidet aber, wie ich gefunden habe, jeden Verlust an Kupfe 
und Eisen, wenn man dem Serum vor der Trocknung Phosphat zusetzt 
Zu beachten ist dabei, daB sich beim Gliihen Pyrophosphat bildet 
das bei der Kupferbestimmung nicht stért, aber die Eisenwirkung 
in Borat hemmt. Deshalb muB man das Pyrophosphat, wenn man 
Eisen bestimmen will, nach dem Veraschen in Orthophosphat vei 
wandeln. Dies geschieht, indem man den Birneninhalt nach dem Ver 
aschen in Salzsiure lést, die GefaBe in einen auf 100° einstehenden 
Trockenschrank stellt und zur Trockne verdampft. Die Vorschriften 
sind : 

Vorschrift zur Kwpferbestimmung in Serum. Man entnimmt das 
Serum mit Glasspritze und Platinkaniile, laBt es von selbst gerinnen 
zentrifugiert und verdiinnt mit dem gleichen Volumen einer m/10) 
K H, PO,-Lésung (Glasspritze, Kaniile und GefaBe sind mit Saure und 


Tabelle VII. 





GefaB 1 GefaB 2 GetaB 3 


Fir die Veraschung: 
Hauptraum..... leer leer leer 


0,2 com SerumsPhosphat | 0,2 ccm SerumsPhosphat 0,2 com Serum-Phosphat 
Birne- +++ +++ (= 0,l com Serum) (= 0,l ccm Serum) (= 0,1 ccm Serum) 

{ _ - + 2.10-4 mg Cu 
Fur die Cu-Bestimm. 
Hauptraum .... . 2 ccm Pyrophosphat 2ccm Pyrophosphat 2ccm Pyrophosphat 


+ 0,2cem 0/20 HCl + 0,2cem n/20 HCl +0.2cem n/20 HC! 

+ 0,1 com Cysteinlésung : ‘webein iit a _ 
(6mgCysteinchlorbydrat) + 0,lccm Cysteinlésung + 0,1 ccm Cysteinlésung 
- +2.10-4 mg Cu 


Beispiel: Das Serum stammte von einer normalen 32 Jahre alten Frau 


emm O, cmm O, emm O, 
Pe OO is SP 24 
Cu in 0,1 Serum: 
24 
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tht 


iestilliertem Wasser gereinigt). Je 0,2 ccm dieses verdiinnten Serums 
fillt man in die Birnen von drei QuarzgefiBen. Die genauere An- 
rdnung ergibt sich aus der Tabelle VII. Wie Tabelle VII lehrt, erhalt 
man die gleichen Ausschlige, ob man eine bestimmte Kupfermenge vor 
der Veraschung oder nach der Veraschung zusetzt, ein Beweis, dab bei 
der Veraschung kein Kupfer verloren geht. 

Das in dem Beispiel angefiihrte Serum enthielt pro Kubikzentimeter 
» 107% mg Kupfer. Wir haben bisher kein menschliches Serum ge- 
funden, das frei von Kupfer war. Wie es scheint, ist Kupfer ein nie 
fehlender Bestandteil des menschlichen Serums. Die Kupfermenge 
m Serum des normalen Menschen ist der GréBenordnung nach 
immer gleich, namlich von der GréBenordnung 10~*mg Cu procem 
Serum. Rattenserum enthalt etwa ebensoviel Kupfer wie Menschen- 
serum, Hiihnerserum enthalt weniger Kupfer. 

Die Tatsache, daB menschliches Serum Kupfer in konstanter Menge 
enthalt, ist bisher tibersehen worden, weil es an einer geeigneten Methode 
zum Nachweis und zur Bestimmung des Kupfers fehlte. Zu zitieren 
ist hier eine Angabe von Desgrez und Meunier, denen es gelang, 
in der Asche von 1 kg Pferdeserum Kupfer nachzuweisen'). 

Ich habe mich schlieBlich noch bemiiht, das Ergebnis der Cystein- 
methode, weil es unerwartet war, durch eine alte chemische Methode 
zu kontrollieren. In der Tat kann man das Kupfer im menschlichea 
Serum auch kolorimetrisch nachweisen, wenn man mit Phosphat 
verascht. 5cem Serum werden nach Zusatz von 1 cem m/2 KH,PO, 
zur Trockne verdampft, 14 Stunden im elektrischen Ofen bei schwacher 
Rotglut erhitzt, mit 1 cem n HCl aufgenommen, nétigenfalls von einer 
Spur Kohle abzentrifugiert und mit 0,1 ccm einer frisch bereiteten 
1°, igen Lésung von Kaliumferrocyanid versetzt. Es tritt die rotbraune 
Firbung des Kupferferrocyanids auf, und zwar rein, nicht in Mischfarbe 
mit Berlinerblau. Denn beim Glihen mit Phosphat bildet sich Pyro- 
phosphat, das die Reaktion des Eisens, nicht aber die Reaktion des 
Kupfers mit Ferrocyanid verhindert. Ist neben dem Kupfer viel Eisen 
in der Asche, so verblaBt die rotbraune Farbe allmahlich. Ich finde 
kolorimetrisch mit Ferrocyanid ebensoviel Kupfer im Serum, wie mit 
der Cysteinmethode. 

Will man in Lésungen, die kein Pyrophosphat enthalten, Kupfer 
neben Eisen nachweisen, so setzt man Pyrophosphat zu. Man mische 
leem 0,2 mol. Natriumpyrophosphatlésung mit lecm n Salzsaure, 
gebe 2.10~2 mg Fe in Form eines Eisenoxydsalzes hinzu und dann 
0.2cem einer 1 %,igen Kaliumferrocyanidlésung. Die Lésung — die 
ohne Pyrophosphat tiefblau geworden wire — bleibt farblos. Gibt 


1) Chem..Centralbl. 1920, IV, 426. 
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man statt Eisen 2. 10~* mg Kupfer zu der sauren Pyrophosphatlésiing 
so wird die Fliissigkeit rotbraun, und zwar ebenso stark als unter sonst 
gleichen Bedingungen eine saure Kupferlésung, die frei von Pyy 
phosphat ist. Pyrophosphat hemmi also die Reaktion zwischen ise) 
und Ferrocyanid, wahrend es die Reaktion zwischen Kupfer und Fer: 
cyanid nicht beeinfluBt. 

Vorschrift zur Eisenbestimmung in Serum. Man verascht wie zi 
Kupferbestimmung in den Birnen der QuarzgefiBe, gibt dann in jed 
Birne 0.2 cem n/20 HCl, dampft bei 100° zur Trockne, laBt erkalten 
gibt wieder 0.2 com n/20 HCl in jede Birne und bestimmt das Metal! 


mit Borat. 

Als Beispiel fiihre ich einen Versuch mit Taubenserum an, de 
beweist, daB vor der Veraschung zugesetztes Eisen vollstandig wieder 
gefunden wird, daB also kein Eisen bei der Veraschung verloren ge\it 


Tabelle VIII. 





GefaB 1 GefaB 2 GetaB 3 


Zur Veraschung: 
Hauptraum ... . leer leer leer 
{ 0,2 ccm SerumsPhosphat 0,2 ccm Serum-Phosphat 0,2 ccm SerumsPhospha 
Birne . . ) (= 0,1 com Serum) (= 0,l com Serum) (= 0,1 com Serum) 
+ 4.10-4 mg Fe 


Zur Bestimmung: 


Hauptraum . . . 2cem Borat 2ccm Borat 2ccm Borat 
| 0,1 com Cysteinlésung 0,1 com Cysteinlésung 0,1 com Cysteinlésung 
Birne (= 6mg Chlorhydrat) (= 6mg Chlorhydrat) (= 6 mg Chlorhydrat 
: | + 0.2ccm n/20 HCI + 0.2ccm n/20 HCl + 0.2ccem 0/20 HC! 
~ + 4.10-4 mg Fe - 
emm Op, emm O, emm O, 
Nach 20’ 8,8 22,8 23 
» 40 16.8 45.5 47 


V. Metallbestimmung im niehtverasehten Serum. 


Gibt man in die Birne der VersuchsgefiBe 0,1 com Serum, das man 
vorher durch Salzsture kongosauer gemacht hat, fiigt 0,1 cem Cystein- 
lésung (mit 6 mg Cysteinchlorhydrat) hinzu und triigt dieses Gemisch 
in 2ccm Pyrophosphat oder in 2cem Borat ein, so findet man ein 
betrachtliche Cysteinoxydation, ein Beweis, daB freies oder locker 
gebundenes Schwermetall im Serum vorhanden ist. 

Wir haben uns bisher vorwiegend mit dem_ ,,Pyrophosphat- 
ausschlag“ beschiaftigt, d. h. mit der Oxydation, die Serum in cystein- 
haltigem Pyrophosphat erzeugt. Es zeigte sich, daB zugefiigtes Kupfer 
bei Gegenwart von Serum etwas schwacher wirkt als in Aschen- 
lésungen. Serum entzieht also in der Konkurrenz um das Metal! 
dem Cysteinpyrophosphat einen Teil des Kupfers. 





le 








ae? 


dey 
eht 





mmung von Kupfer und Eisen und Kupfergehalt des Blutserums. 271 


frotzdem kann man versuchen, das Kupfer im unveraschten Serum 
mit der Cysteinmethode zu bestimmen, indem man annimmt, dab 
durch die gleichzeitige Messung von We, die Serumbindung aus der 
Rechnung eliminiert wird. In der Tat hat sich in vielen Versuchen 
ergeben, daB man die gleichen Kupferwerte berechnet, wenn man 
veraschtes und nicht veraschtes Serum nach der Cysteinmethode 
mibt. Mag sich dies allgemein bestatigen oder nicht, jedenfalls ist 
der Pyrophosphatausschlag, den man mit Serum erhalt, eine experi- 
mentelle GréBe, die zu messen und zu vergleichen, wichtig erscheint. 
Das gleiche gilt von der Oxydation, die unveraschtes Serum in Borat- 
(ysteinlésungen erzeugt. 


VI. Kupfer in Zellen, 


Ich habe mit der neuen Methode einige Stichproben gemacht 
und gefunden, daB Kupfer ein haufiger Begleiter des Eisens in der 
Zelle ist). So fand ich in 1g Reinkultur (Trockensubstanz) einer 
Torula-Hefe 1.10~!mg Fe und 0,7.10-'mg Cu; in 1g Reinkultur 
einer untergirigen Bierhefe 0,9.10-'mg Fe und 0,35.107' mg Cu. 
Man wird deshalb bei Schwermetallwirkungen, die man in lebenden 
Zellen beobachtet, auch an Kupfer denken, und es geniigt nicht mehr, 
in Fermentpraparaten wie Peroxydase und Katalase ausschlieBlich nach 
Eisen zu suchen. 


1) Uber den Kupfergehalt tierischer Organé existiert eine betriachtliche 
Literatur. Ich méchte hier besonders auf die Arbeiten von K. B. Lehmann 
Arch. f. Hygiene 24, 18, 1895) und Rost und Weitzel verweisen (Arbeiten 
a. d. Reichsgesundheitsamt 51, 494. 1919), in denen man auch altere Literatur 
iber Kupfer findet. 
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Uber den Zusammenhang zwischen dem Aufnahmeverlauf 
der Bodennihrstoffe bei den héheren Pflanzen und der 
Beweglichkeit dieser Stoffe in der Pflanze. 


(Untersuchungen tiber physiologisches Gleichgewicht bei Pflanzen, 
Ill. Mitteilung.) 


Von 
August Rippel. 


(Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Bakteriologie der Universitat 
Gottingen.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1927.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Wie vornehmlich seit Liebscher!) bekannt ist, lauft die Aufnahme 
der Bodennihrstoffe durch die héhere Pflanze der Trockensubstanz- 
erzeugung zum Teil ganz erheblich voraus. Ich erinnere an die kiirzlich 
an dieser Stelle?) mitgeteilten Zahlen, wonach bei geringer Stickstoff- 
versorgung von Helianthus bereits rund 75%, des Stickstoffs auf- 
genommen, als erst 8,9° der Trockensubstanz gebildet waren. Uber 
derartige Beobachtungen hinaus hat man sich noch nicht mit der 
auffallenden Erscheinung beschaftigt. Ich selbst habe nun?) darauf 
hingewiesen (8S. 330), daB sie, in Hinsicht auf den Stickstoff wenigstens, 
ihre Erklarung darin findet, daB in den Blittern der aufgenommene 
Stickstoff verarbeitet und dann allmahlich aus den alternden Blattern 
herausgezogen wird, um zur Ausbildung von Samen usw. verwendet 
zu werden, womit wir ja vollig auf dem Boden bekannter physiologischer 
Tatsachen stehen. 

Aber diese Uberlegung fiihrte zu einer weiteren Konsequenz, dic 
mich veranlaBte, auch den Aufnahmeverlauf der tibrigen Nahrstoffe 
an dem gleichen Material festzustellen, was urspriinglich unterblieben 


1) G. Liebscher, Journ. f. Landw. 35, 335, 1887. 
2) A. Rippel und O. Ludwig, diese Zeitschr. 177, 318, 1926. 
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war, weil der gleich zu erwihnende Gesichtspunkt zunachst nicht 
erkannt wurde und die Vermehrung der unzahligen Aschenanalysen, 
wie sie von héheren Pflanzen vorliegen, durch weitere ohne bestimmte 
weitergreifende Vorstellungen zwecklos erschienen war. Das _ vor- 
handene Material war nun hierzu ganz besonders geeignet, einmal 
weil es sich um GefaBversuche handelte, wobei sorgfaltig die absterbenden 
Blatter gesammelt wurden, also jeder Verlust an Material oder durch 
Auswaschung der abgestorbenen Blatter usw. vermieden worden war ; 
auch sind GefaBversuche ganz erheblich sicherer in Hinsicht auf einheit- 
liche Behandlung und Probeentnahme des Materials im Vergleich zu 
Feldversuchen. Sodann handelte es sich um die Feststellung eines 
durch 15 Punkte festgelegten Wachstumsverlaufs, also um eine sehr 
vollstandige Reihe, wodurch auch wiederum die Fehler der einzelnen 
Probeentnahmen weiter verringert werden, da es sich um die Fest- 
stellung des Gesamtverlaufs der Kurve handelt. 

Die angestellte Uberlegung war nun folgendermaSen: Wenn in 
der Pflanze, wie bekannt, der leicht verschiebbare Stickstoff eben 
infolge dieser Eigenschaft schon in der jungen Pflanze bzw. den jungen 
Blittern als EiweiB aufgespeichert wird und nun allmahlich der 
wachsenden Pflanze (Stengel, Bliitenstand) zuflieBen kann, so muB 
ein schwer beweglicher Stoff sich anders verhalten. Nun habe ich!) 
wiederholt festgestellt, daB in der Pflanze Stickstoff, Kalium und 
Phosphor leicht, Calcium und Sch yefel schwer beweglich sind, wahrend 
Magnesium etwa in der Mitte steht, was sich sowohl bei der Riick- 
wanderung der Stoffe aus dem herbstlich vergilbenden Laubblatt in 
die Achsen als auch bei der Auswanderung aus den Achsen in die aus- 
treibenden Knospen ergab. Dieses Verhalten muBte sich also auch, 
gemiB dem oben Gesagten, in dem Verlauf der Nahrstoffaufnahme 
widerspiegeln, indem eben z. B. das kaum bewegliche Calcium der 
Trockensubstanzzunahme nicht oder nicht erheblich vorauseilen durfte, 
sondern ihr etwa parallel gehen muBte. Diese Vermutung hat sich 
denn auch restlos bestatigt: Der Verlauf der Nahrstoffaufnahme spiegelt 
bei dem vorliegenden Versuch véllig die oben angegebenen Stufen der 
Beweglichkeit der Elemente in der Pflanze wider, obwohl es sich dort 
um ganz anderes Pflanzenmaterial handelt. 

Es ist ja allerdings bekannt, daB z. B. Calcium etwa im Vergleich 
zum Stickstoff bis zum SchluB des Wachstums zunimmt bzw. besonders 
in alteren Pflanzenteilen hervortritt ; aber diese Verhaltnisse sind noch 
nicht quantitativ nach bestimmten Gesichtspunkten verfolgt; die 


1) A. Rippel, Jahresber. Vereinig. f. angew. Botanik 16, 123, 1918. 
diese Zeitschr. 118, 125, 1921; Biol. Zentralbl. 41, 508, 1921; diese Zeitschr. 
135, 518, 1923; Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik 65, 819, 1926. 
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quantitative Betrachtung ist aber ein sehr wesentlicher Punkt fiir (i: 
endgiiltige Substanz 
produktion und Bedeutung der einzelnen Pflanzennahrstoffe da\j : 
Es scheint mir daher nicht unwesentlich, daB im folgenden der Beweis 

fiir den oben angedeuteten Zusammenhang erbracht werden kann 


Klarstellung eines Zusammenhangs zwischen 


Beziiglich der Versuchsanordnung kann auf die vorhergehende \|)t 
teilung') verwiesen werden; es sei nur nochmals erwahnt, daB die Versuch. 
pflanze Helianthus annuus L, uniflorus giganteus war und der Wachst\ 
verlauf in Perioden angegeben ist. 

Die Analysen der Tabellen I bis III beziehen sich auf die Wachstw: 
reihe mit reichlicher Stickstoffversorgung (5,0 g Ammoniumunitrat je Gefa 
die der Tabelle IV auf die Reihe mit schwacher Stickstoffversorgung (().5 
Ammoniumnitrat je GeféB). Bei dieser letzten Reihe wurde nur Stickst 
und Calcium bestimmt. Tabelle I gibt zunachst die Zahlen des prozentig 
Gehalts in der oberirdischen Trockensubstanz. Wie sich in der vorigen 
Mitteilung ergab, andert ja die Beriicksichtigung der Wurzeln das Bild : 
unwesentlich und nicht prinzipiell; auBerdem hatte z. B. eine Calciu 
bestimmung in den Wurzeln wegen des beigemengten stark kalkhaltive: 
Sandes nicht ausgefiihrt werden kénnen. Tabelle I] zeigt die absolut 
Zahlen je GefaB in Grammen, Tabelle III die Relativzahlen (bezogen aut 
die maximale aufgenommene Menge); auch die Zahlen fiir die Trocke: 
substanz sind dort aufgenommen. Tabelle IV zeigt die prozentigen, absolute: 
und relativen Zahlen fiir Stickstoff und Calcium der Reihe mit geringe: 
Stickstoffversorgung. Auf Tabelle IV wird nach Besprechung der Ergebnis~ 
der Tabellen I bis III zuriickzukommen sein. 


‘ Tabelle I. 


Prozentiger Gehalt in der Trockensubstanz. 





Periode N 


1) A. Rippel und O. Ludwig, diese Zeitschr. 


MgO 





177, 318, 1926. 


K,0 P,O5 CaO SO; SiO, 
3 4.612 - 1.961 0,924 5.042 -- 
4 5,211 — 1,191 0,924 4.741 1,116 
5 5,132 7,722 0,960 1.022 4.659 1,055 0.692 
6 5,206 8,008 0,534(?)| 0,900 4.064 0,876 0,796 
7 3.459 7.457 0,572 0,831 3,311 0,836 0.889 
8 2.264 4.653 0.531 0,685 2.649 0.733 1.172 
4 1,626 3,984 0,461 0.684 2.426 0.691 0.530 
10 1,259 3,159 0,386 0,656 2.185 0,686 0.510 
11 0,949 2.849 0,365 0.616 2.167 0.595 0.548 
12 0,757 2,008 0,305 0,610 1,800 0,509 0,637 
13 0,706 1,737 0.311 0,588 1,818 0,549 0.384 
14 ~- -- -- — — 
15 0,598 1,612 0,272 | 0,531 1.716 0451 0.475 
16 — —_— — — — —_— 
17 | 0,592 1,480 0,293 0.545 2,049 0,510 0,485 
18 — — _ — —_— — — 
19 0,572 1,490 0,287 0.566 2.063 0.503 0.434 k 
20 0,508 1,580 0,259 0,528 2.093 0,582 0,428 
- j 
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Gesamtgehalt je GefaB 


Tabelle Il. 


in Grammen. 








Periode N K,O P.O; MgO CaO SO, 
0.021 0.005 0,004 0,023 
4 4 0,082 0.019 O.015 0.074 0.018 
5 0,251 0.378 0,047 0,050 0.228 0,052 
6 0.506 0.769 O.051¢7) 0,086 0.399 0,084 
7 0.775 1.670 0,128 0,186 0,742 0,187 
8 0.851 1.750 0.200 0,258 0.996 0.276 
4 1,642 2.554 0,296 0,438 1.555 0.443 
10 1.231 3.090 0.378 0,642 2.137 0.671 
11 1,195 3.587 0.459 0.776 2.728 0,749 
~ 12 1,248 3.311 0.503 1.006 2 968 0.839 
13 1,385 3.408 0.610 1,153 3.567 1,077 
= 14 ~ aa jon 
af 15 1,421 3,830 0,646 1,262 4.077 1,072 
lb _ - — — 
17 1.559 3.898 0.771 1,436 5.397 1,343 
, 1S — 
i9 1.550 4.036 0.777 1.517 5.589 1.362 
20 1,436 4.465 0.732 1.492 5.915 1,645 
. Tabelle 111. 
. Relative Aufnahme: Héchstwert 100. 
Periode  Trockens N K,O P, Os MgO CaO SO, 
3 0,2 1.4 OD 03 0.4 
_ 4 0.5 53 — 2.4 1,0 1,2 1,1 
5 1,7 16.1 8.5 6.0 3.3 3.8 3,2 
6 3.4 32.1 17,2 6.6(7) 5.7 6.6 5.1 
7 7.9 49.7 37,4 16.5 12.3 12.6 11.4 
8 13.3 54.6 39.2 25.7 17.9 16.8 16.8 
9 22.7 66.8 57,2 37.9 28.9 26.3 26.9 
4 10 34,6 78.9 69,2 48.6 42.3 36.1 40.8 
) 11 44.5 76.7 80.3 59,1 51.2 46.1 45.5 
) 12 58.4 80.5 74.2 64.7 66.3 50.2 51.0 
13 69.4 SS.8 76.3 78.5 76.0 60,3 65.5 
14 — — — = _ -- 
15 84.0 91.1 85.7 83,2 83.2 68.9 65.2 
16 — — _ — _ 
17 93,2 100 87,3 99.2 94,7 91,2 81.6 
18 — — — 
19 95,9 (100) 90.4 100 100 94.2 82.8 
20 100 (100) 100 (109) (100) 100 100 


Hinsichtlich dieser Zahlen sei zunachst bemerkt, daB die Werte fiir die 
Kieselsaure sehr schwankend sind; wahrend die prozentigen Zahlen bei allen 
anderen Elementen einen regelmaéBigen Gang erkennen lassen, springen die- 


jenigen der Kieselsdiure willkiirlich hin und her. 


Da eine Verunreinigung 


mit Sand bei diesem Material nicht wesentlich in Frage kommen kann, 
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Tabelle IV. 


Stickstoff und Calcium bei geringer Stickstoffversorgung. 





° 9 iger Gehalt Gesamtgehalt Relativzahlen 
Periode ae ~~ - ee a ae | e irae es oro 
N Ca N Ca pe N Ca 
3 4.428 3,219 0,022 0.015 0,7 7.9 0.8 
4 4,970 4.140 0,094 0,079 2.7 33.6 43 
5 3,886 3,838 0,215 0,223 2 76,9 12.1 
6 1,796 2.455 0,205 0,280 16,1 73,2 15.2 
7 1,100 2,252 0,176 0,359 22.6 62.9 19.5 
8 0,872 2.335 0,215 0.576 35,0 76.9 31.3 
9 0,681 2,354 0.208 0.720 43,2 74.3 39.1 
10 0,609 2.167 0,224 0,795 52,0 80,0 43.1 
11 0,560 2.301 0,213 0,877 54,0 76,1 476 
12 0,500 2.199 0.219 0,961 61,9 78,2 52.2 
13 0,490 2,208 0,255 1.149 73.8 91,1 62.4 
14 — — — . . 
15 0,415 2.272 0,234 1,284 80.0 83.6 69.7 
16 — — = aan pa 
17 0,379 2,110 0,256 1,425 95.8 91.4 774 
18 -- - - — - 
19 - ' on 
20 0,358 2,430 0,253 1,842 100 90,4 100 
21 — — — --- -- 
22 0,414 2.588 0,280 1.749 (100) 100 (100 


haben wir dafiir nur eine Erklarung: Bei der Ernte wurden die Stenge! 
in Stiicke zerschnitten und gespalten, damit sie gut trockneten. Hierbei 
brechen nun offenbar die starren und verkieseIten Haare des Stengels, 
deren Vorhandensein sich auch an den Handen beim Herrichten des Materials 
unangenehm bemerkbar macht, gréBtenteils ab. Es scheint uns sicher, dal 
hierauf die unregelmaéBigen Kieselsiurewerte zuriickzufiihren sind, zuma! 
die UnregelmaBigkeiten ja erst verhaltnismaBig spit, etwa von Periode 9 
an auftreten, wenn also der Stengel sich auszubilden beginnt. Jedenfalls 
sind die Kieselséurezahlen aus diesem Grunde nicht in Tabelle II und II! 
aufgenommen. 


Betrachten wir zunichst die prozentigen Zahlen der Tabelle |, 
so zeigt sich das Vorauseilen, z. B. der Stickstoffaufnahme vor det 
Trockensubstanzbildung, in dem sehr starken Sinken der Werte nach 
den spateren Perioden zu. Wiirde véllige Parallelitat zwischen Nahr- 
stoffaufnahme und Trockensubstanzbildung bestehen, so miiBte ja der 
prozentige Gehalt unverindert bleiben. Vergleichen wir nun den 
héchsten und niedrigsten prozentigen Wert, so betragt dieser in Bruch- 
teilen von jenem fiir: 


N K,0 P, 05 MgO CaO SO; N Cad 
1 1 1 1 1 1 1 | 
10,2 5,4 4,6 1,9 2,9 2,5 13,9 1.9 





Tabelle I Tabelle IV 
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Man sieht daraus also, daB die prozentigen Zahlen der Tabelle | 
fiir Stickstoff etwa viermal, fiir Kalium und Phosphor etwa doppelt 
so stark absinken als fiir Magnesium, Calcium und Schwefel; die Auf- 
nahme der letzten drei eilt also der Trockensubstanzbildung sehr viel 
weniger voraus als die der ersten drei. Bei den Zahlen der Tabelle IV 
sind die Unterschiede zwischen Stickstoff und Calcium sogar noch 
weit erheblicher. Bei Calcium und Schwefel nimmt der prozentige 
Gehalt gegen Ende der Vegetationszeit sogar deutlich wieder etwas 
su; ein Vergleich mit den Zahlen der tibrigen Elemente vor und nach 
der Periode 15 diirfte zur Geniige zeigen, daB es sich hier nicht um ein 










(Reihe .Viel Stickstoff*). 
+ Stickstoff. © Calcium. 





% ger Gehalt 
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Abb. 1. 


Zufallsergebnis handeln kann. Auch in Tabelle IV vor und nach 
Periode 17 zeigt sich fiir Stickstoff und Calcium die gleiche Erscheinung, 
und zwar bemerkenswerterweise in dem gleichen Altersstadium der 
Pflanze wie in Tabelle I (man beriicksichtige hierbei, daB die Vegetations- 
zeit der Reihe der Tabelle IV verlaingert war gegeniiber derjenigen der 
Tabelle I, wie in der vorhergehenden Mitteilung festgestellt wurde). 
Abb. 1 zeigt das zeitliche Verhalten der prozentigen Zahlen fiir die 
Stickstoff- und Calciumwerte der Tabelle I. 


Deutlicher tritt dies verschiedene Verhalten der einzelnen Elemente 
in den Zahlen der Tabelle III hervor, welche die absoluten Zahlen der 
Tabelle Il (Gramm je GefiB) in Relativzahlen (Maximalwert gleich 
100 gesetzt) enthailt; ebenso sind die Zahlen der Trockensubstanz 
beigefiigt. Man sieht deutlich, wie die Zahlen fiir Calcium und Schwefel, 
auch fiir Magnesium, den Trockensubstanzzahlen fast parallel gehen 
(nur in den spiteren Vegetationsstadien finden sich infolge der noch 
fortdauernden Aufnahme, s. weiter unten, gréBere Abweichungen), 
wihrend diesen die Zahlen fiir Stickstoff und Kalium sehr stark, fiir 
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Phosphor etwas weniger stark vorauseilen. Noch deutlicher tritt «as 
in Abb. 2 hervor, in der diese Relativzahlen fiir Stickstoff und Calei iin 
in ein Koordinatensystem (Abszisse: Nahrstoffaufnahme, Ordinate 
Trockensubstanz) eingetragen sind. Die Kurven der iibrigen Elemente 
sind nicht eingetragen, um das Bild nicht zu sehr zu belasten. Jedenfa/\s 
sieht man beim Calcium fast véllige Parallelitat zwischen Verlauf der 
Aufnahme und Trockensubstanzbildung, wie aus der geringen \). 
weichung von der geraden Linie hervorgeht, die sich ja bei dieser [ar- 
stellungsweise ergeben muBte, falls véllige Parallelitat bestiinde, wahrend 
die Durchbiegung der Stickstoffkurve nach unten das Vorauseilen cer 
Aufnahme dieses Elements zeigt. 

DaB es sich hierbei nicht um ein Zufallsergebnis handelt, zeigen 
die Zahlen der Tabelle IV, in der die Werte fiir Stickstoff und Calcium 
der Wachstumsreihe mit geringer Stickstoffversorgung mitgeteilt sind 
Abb. 3 zeigt dies kurvenmaBig entsprechend Abb. 2. 
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Hinsichtlich der Caleitumkurven der Abb. 1 und 2 sei noch auf 
folgendes hingewiesen: Wie man sieht, besteht fast direkte Propor- 
tionalitat zwischen Aufnahmeverlauf und Verlauf der Trockensubstanz- 
bildung. Nur zeigt sich im unteren Teile der Kurve eine geringe Durch- 
biegung nach unten, im oberen eine solche nach oben. Das ist ohne 
weiteres verstandlich: Denn ein wenig eilt in den ersten Vegetations- 
stadien die Calcitumaufnahme der Trockensubstanzbildung voraus, wie 
man ja am Absinken der prozentigen Zahlen der Tabelle I sieht. Und 
ebenso ist in den spateren Vegetationsstadien die Calciumaufnahme 
noch stirker als der Trockensubstanzneubildung entspricht, wie man 
aus dem Ansteigen der prozentigen Calciumzahlen von Periode 15 
an sieht. 
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Es muB aber darauf hingewiesen werden, daB dieser Wiederanstieg 
das _Kurvenbild der Abb. 2 etwas ,,failscht’ insofern, als im unteren 
Teile der Kurve eine etwas gréBere Annaherung an direkte Pro- 
portionalitat mit der Trockensubstanzerzeugung erscheint als das 


und Trockensubstanzerzeugung (dieser 

100 gesetzt) die Zahlen der Periode 15 
angenommen sind, eben der Periode, 
in welcher die prozentigen Calcium- IA7_L. 
zahlen ihren tiefsten Wert erreichen. "0 20 0 0 0) WM 0 wm 90 1 
Man sieht deutlich beim Vergleich ere ieeas 


Abb. 2, di ie Calciumkurve Abb. 4. 
elyren oe ie Conmeanarne (Reihe .Viel Stickstoff*). 


tatsachlich der Fall ist,-wie man sich 6 ———_——— 
an einem beliebig konstruierten Bei- w 
spiel leicht klar machen kann. Abb. 4 I 
gibt infolgedessen die Kurven der $7 
Abb.2 noch einmal wieder, jedoch 3 @ 
<o, daB als Héchstwert der Aufnahme 5 50} 
3" 
€ 





jetzt eine starkere Durchbiegung und + Stickstoff. © Calcium 
ewas gréBere Annaherung an die 
Stickstoffkurve zeigt. Aber dieser Unterschied ist sehr gering und 


jedenfalls erheblich genug, um den gleich zu beschreibenden Zusammen- 
hang zu zeigen. 

Ordnet man nun die einzelnen Nahrstoffe danach, wie stark ihr 
Aufnahmeverlauf dem Verlauf der Trockensubstanzbildung vorauseilt, 
so finden wir folgende Reihe: 


N>K>P> Ca 8, Mg 


- 


Aufnahme eilt voraus Aufnahme eilt nur sehr wenig voraus. 


Wir erkennen darin mit aller Deutlichkeit die Gruppen der Nahr- 
stoffe, die sich auch ergeben, wenn wir ihre Verlagerungsfahigkeit bzw. 
Mobilisationsfahigkeit in der Pflanze bei dem Zuriickwandern aus 
dem herbstlich vergilbenden Laubblatt in die Achsen oder bei dem 
Auswandern aus den Achsen in die austreibenden Knospen feststellen, 
wobei sich N, K, P als stark, Ca, 8 als kaum mobilisierbar bzw. ver- 
lagerungsfahig erwiesen, wihrend Mg eine gewisse Mittelstellung 
einnimmt?). 

Natiirlich kann das zunachst keinen kausalen Zusammenhang 
bedeuten. Es besagt nur so viel, daB die Pflanze diejenigen Stoffe, 
die innerhalb der Pflanze kaum verschiebbar sind, wie Calcium und 
Schwefel, offenbar stets unmittelbar vom Boden aus an den Ort der 
Ablagerung transportiert. Es soll dabei dahingestellt sein, ob sie dort 


1) Zitiert oben S. 273. Anm. 1. 





280 A. Rippel: 


als notwendige Bestandteile irgendwelcher Funktion gebraucht o:\¢ 
vielleicht rein mechanisch durch den Transpirationsstrom mitgerisse 
werden bzw. ob beides der Fall ist. Andererseits wiirden Stickstof{ 
Kalium und Phosphor bereits in den ersten Stadien des Wachstums 
intensiv aufgenommen, zunichst zu Organ- und Reservestoffen ver. 


i 


arbeitet und spiater zu einem sehr erheblichen Teile in der Pflang 
transloziert. 


Nun muB hierbei noch folgendes beachtet werden: Der vorliegende 
Versuch ist so angestellt, daB die Nahrstoffe jedem GefiB von vorn. 
herein auf einmal gegeben wurden. Es lage aber durchaus die Méglich. 
keit vor, daB z. B. der tiberhaupt aufgenommene Stickstoff deshal} 
in den ersten Vegetationsstadien fast quantitativ aufgenommen wurde 
weil die gebotene Menge begrenzt ist. Es hitten sich die Verhaltnisse 
anders gestalten kénnen, wenn etwa dieser Stickstoff den Pflanzen 
wahrend der ganzen Vegetationszeit in gleichbleibender Konzentration 
zur Verfiigung stinde. Aus diesem Grunde eriibrigt sich auch die 
Heranziehung Alterer Literatur in Hinsicht auf die vorliegende Frage 


Dieser Punkt hatte vielleicht an dem vorliegenden Material durch 
Bestimmung von Kalium und Phosphor bei der Reihe mit geringer 
Stickstoffversorgung entschieden werden kénnen, da hier der Uberschuf 
an diesen Elementen im Vergleich zur geringen Stickstoffmenge in dem 
obigen Sinne zur Auswirkung kommen miiBte. Da in dieser Reihe 
die Pflanzen jedoch nur sehr geringes Wachstum zeigten, die Zahlen 
wie Tabelle IV zeigt, infolgedessen von Periode zu Periode nicht sehr 
sicher sind'), so habe ich vorgezogen, diese Frage durch einen aeuen 
Versuck zu entscheiden, und zwar beim Stickstoff, der das Vorauseilen 
der Aufnahme ja am starksten zeigt. Uber diesen Versuch, der in diesem 
Sommer im Gange ist, soll spater berichtet werden. 

Hier soll noch kurz auf die prinzipielle Bedeutung dieser Frage 
hingewiesen werden. Sollte sich herausstellen, daB auch bei gleich- 
bleibender Konzentration, z. B. des Stickstoffs im Substrat, ein solches 
Vorauseilen der Aufnahme vor der Trockensubstanzbildung statt- 
findet, so wiirde das besagen, daB bei der jugendlichen und der alternden 
Pflanze ein ganz verschiedener Aufnahmemechanismus besteht, indem 
eben in der Jugend Stickstoff, Kalium, Phosphor in der Hauptsache 
aufgenommen und im Alter durch Calcium, Schwefel, Magnesium und 
wohl auch Silicium abgelést wiirden. Es bestande dann also die Méglich- 


') Wie in der friiheren Mitteilung (diese Zeitschr. 177, 318, 1926 
gezeigt wurde, verschwinden diese UnregelmaBigkeiten, wenn je zwei aut 
einanderfolgende Perioden zusammengefaBt werden; das ist in vorliegender 
Arbeit nicht geschehen; daher der geringe Unterschied der Abb. 3 dieser 
gegeniiber Abb. 3 jener Arbeit in der Stickstoffkurve. 








“m 
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eit, daB vielleicht der Transpirationsstrom gema&B seiner Intensitat 
eine gewisse, zu allen Lebenszeiten quantitativ etwa gleiche Menge 
von Nahrstoffen beférdert, daB aber deren qualitative Zusammen- 
setzung verschieden ist. 

DaB Stickstoff (vornehmlich in der Form von Nitraten) und 
Kalium im Gegensatz zu Calcium und Schwefel (in der Form des ja 
allein in Frage kommenden Sulfats) von jiingeren Pflanzenteilen bevor- 
zugt aufgenommen werden, ist bekannt. Man hat fiir sie eine gréBere 
Permeabilitat des Plasmas festgestellt, woriiber auf die Zusammen- 
fassung von Kaho") verwiesen sei. Ferner haben Hoagland*) und Haas 
und Reed*), auch Prdt*), die bevorzugte Aufnahme der beiden erst- 
genannten Elemente durch Wurzeln junger Pflanzen quantitativ gezeigt. 
Haas und Reed heben insbesondere noch hervor, daB das Verhaltnis 
des aufgenommenen Kaliums zum Calcium mit zunehmendem Alter 
der Pflanzen (Citrus- und Juglanssimlinge) kleiner wird. Auch die 
Beobachtung Fittings®) iiber die Anderung (Verringerung) der Per- 
meabilitét des Plasmas im Winter gegeniiber dem Sommer bei Rhoeo 
diirfte in diesen weiteren Zusammenhang gehéren. Spezifische Ab- 
weichungen bei einzelnen Pflanzenarten (oder wohl auch Unterschiede 
zwischen einzelnen Gewebearten derselben Pflanzen) wird es geben, 
wie schon Benecke*) 8.34/35 im AnschluB an Untersuchungen von 
Tréndle*) betont. Aber mit Sicherheit kann angenommen werden, 
daB mit der Zeit ein ,,primares“ Prinzip, wenn man so sagen darf, 
erkennbar werden wird. Es braucht aber wohl kaum noch besonders 
betont zu werden, daB die oben in dieser Hinsicht angedeutete Méglich- 
keit hier nicht als Tatsache aisgesprochen sei, sondern eben als eine 
Méglichkeit, die sich aus vorstehendem ergibt und die durch Versuche 
geprift werden mub. 


Was eine Besonderheit der einzelnen Pflanzen betrifft, so ist vor 
allem noch darauf hinzuweisen, daB die obigen Ausfiihrungen zunachst 
fiir annuelle Pflanzen, also Pflanzen mit einjahrigem, scharfem Vege- 
tationsrhythmus gelten. DaB bei anderen Pflanzen die Verhaltnisse 
weniger klar und tibersichtlich liegen mégen, kann von vornherein mit 
Sicherheit vermutet werden. 


1) H. Kaho, Ergebn. d. Biol. 1, 380, 1926. 

2) D. A. Hoagland, Soil science 16, 225, 1923. 

3) 4. R. Haas, und H.S. Reed, Hilgardia 2, 67, 1926. 

4) J. Prat, diese Zeitschr. 186, 366, 1923. 

5) H. Fitting, Jahrb. wiss. Botanik 56, 1, 1915. 

6) W. Benecke und L.Jost, Pflanzenphysiologie 1, Stoffwechsel. 
Jena, G. Fischer, 1924. 

7) A. Tréndle, Vierteljahrsschr. d. Naturf. Ges. Ziirich 61, 465, 1918; 
Arch. se. phys. nat. 45, 38 und 117, 1918. 
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. Zusammenfassung. 


Es konnte fiir Helianthus gezeigt werden, daB der Verlauf de; 


Aufnahme der Pflanzennahrstoffe deren Beweglichkeit in der Pflanze 


entspricht: Die Aufnahme der leicht beweglichen Elemente Stickstoff 
Kalium, Phosphor eilt der Trockensubstanzbildung sehr stark voravs 
diejenige der schwer beweglichen Elemente Calcium, Schwefel, Magnes) \im 
(und wohl auch Silicium) eilt der Trockensubstanzbildung sehr vic! 
weniger voraus bzw. geht ihr nahezu parallel. Es ergibt sich daraus 
als Méglichkeit (die inzwischen gepriift wird), daB der Aufnahm: 
mechanismus der Pflanze sich mit zunehmendem Alter andert, indem 
in der Jugend vornehmlich Stickstoff, Kalium, Phosphor, im Alter 
Calcium, Schwefel, Magnesium (und wohl auch Silicium) in derAufnahm« 
bevorzugt wiirden, auch wenn sie, was allein entscheidend in dieser 
Hinsicht ist, in dauernd gleichem Verhaltnis der Pflanze zur Ver- 
fiigung standen. 
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Einleitung. 


Von einer einheitlichen, allgemein anerkannten Anschauung 
iiber das Wesen der Tetanie sind wir heute noch ziemlich weit entfernt. 
Unter den verschiedenen Erklarungsversuchen der Tetanie stehen 
besonders zwei Theorien im Vordergrund. 
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Die eine dieser Theorien sieht die Ursache der Tetanie hawpt. 
sichlich in der Entkalkung des Organismus, welche nach Entfernyng 
der Nebenschilddriisen eintritt. Die starke Verminderung des Calcium. 
gehalts der Organe und besonders des Blutes ist durch die Arbeiten 
von Neurath, Stehmann, Mac Callum und Voegtlin, Kramer und Howland 
sowie von T'rendelenburg u. a. einwandfrei festgestellt. Die andere 
Theorie stellt die Tetanie als eine Autointoxikation durch Stoffe hin 
welche im gesunden Organismus durch die Epithelkérperchen oder 
ein Hormon derselben unschadlich gemacht werden, nach Entfernung 
der Epithelkérperchen oder bei Dysfunktion derselben aber sich an. 
geblich im Blute anhaufen und so die Tetaniesymptome hervorrufen 
sollen. 


Die verschiedensten Stoffe hat man mit der Tetanie in Zusammen. 
hang gebracht. So hat man friiher das Ammoniak!), die Carbamin- 
siiure®), das Histamin*), das Methylcyanamid*) als Tetaniegifte an- 
sehen wollen. Diese Anschauungen sind, nachdem sie durch weitere 
Untersuchungen nicht bestitigt werden konnten, zugunsten der 
Guanidinhypothese aufgegeben worden, welche sich viele Anhanger 
erworben hat. Fiihner®) war der erste, der an die Méglichkeit eines 
Zusammenhangs zwischen der Guanidintoxikose und der parathyreo- 
genen Tetanie gedacht hat. Die spiter von Noel Paton*) und seinen 
Mitarbeitern begriindete Guanidinhypothese stiitzt sich im wesent- 
lichen auf zwei Beobachtungen: 1. auf die angebliche Ahnlichkeit der 
Erscheinungen der Tetanie mit denen der Guanidinvergiftung, 2. auf 
die Von Koch, Paton, Findlay, Sharpe u. a. behauptete vermehrte Aus- 
scheidung des Guanidins und seiner Derivate (Methylguanidin und Di. 
methylquanidin) im Harn und in den Fdzes von Tetaniekranken. 


Greenwald (s. unten) hat bei der Untersuchung der Harne von 
parathyreopriven Hunden mit Hilfe seiner eigenen Methodik die Er- 
gebnisse der anderen Autoren in dieser Richtung nicht bestatigen 
gekonnt. AuBerdem schien es uns ebenso wie Greenwald zweifelhaft, 
ob man nach dem Silberbarytverfahren oder nach dem Verfahren von 
Findlay und Sharpe die Guanidine wirklich isolieren und einwandfrei 
identifizieren kénne. Die Behauptung einer durch die Tetanie ver 


') C. Jacobson, Amer. Journ. of Physiol. 26, 407, 1910; A. J. Carlso» 
und C. Jacobson, ebendaselbst 25, 403, 1909/10. 

2) A. Frouin, C. r. Acad. 148, 1622, 1909. 

3) Biedl, Innere Sekretion, 4. Aufl., 1, 275 bis 277, 1922. 

4) W.F. Koch, Journ. of Labor. and clinic. Med. 1; zitiert nach Malys 
Jahresber. 46, 261, 1916. 

5) H. Fithner, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 58, 1907. 

6) Noel Paton, Findlay, Burns, Sharpe, Wishart, Quarterly Journ. ot 
Physiol. 10, 1917. 
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ysachten vermehrten Guanidinausscheidung kann also noch nicht 
fir bewiesen gelten. Da man nun neben den vielen Ahnlichkeiten 
zwischen der Tetanie und der Guanidintoxikose ebenso wichtige Unter- 
schiede festgestellt hat, muBte uns die Ansicht, dab die parathyreogene 
Tetanie mit der Guanidintoxikose identisch sei, zum mindesten als 
inbewiesen erscheinen. 

In der vorliegenden Arbeit haben wir nun versucht, ein Verfahren 
zum sicheren qualitativen und quantitativen Nachweis der Guanidine 
wuszuarbeiten. lm zweiten Teile dieser Arbeit berichten wir tiber Ver- 
suche, mit Hilfe unseres Verfahrens Guanidine im normalen und im 
Tetanieharn zu bestimmen. 


I. Methodische Versuche zur Bestimmung der Guanidine. 


a) Gravimetrische Bestimmung. 
1. Bisherige Arbeiten und Kritik derselben. 

In einer groBen Anzahl von Arbeiten wird itiber das Vorkommen der 
Guanidine nicht nur in Tetanieharnen, sondern auch im normalen Urin 
berichtet. Kutscher und Lohmann') sowie Achelis*) fanden im Menschen-, 
Hunde- und Pferdeharn Methylguanidin (2,4 bis 11,6 mg/Liter). HLwins?) 
findet Methylguanidin in Typhusharn, Heyde*) im Harn verbriihter Tiere, 
Reinwein®) bei Lungentuberkulose, F. A. Hoppe-Seyler*®) im Cystinuriker- 
harn. Allers’) isolierte aus Paralytikerharn 125 mg/Liter Methylguanidin. 
Diese Autoren verwendeten das Silberbarytverfahren von Kossel und Kutscher. 

Ardere Autoren arbeiteten nach dem Verfahren von Engeland und 
Kutscher, wobei man mit Sublimat unter Zusatz von Natriumacetat fillt. So 
isolierte Engeland*) aus 28 Liter Frauenharn 2,1 g Methylguanidinchlor- 
aurat (= 13,3 mg/Liter). 

Koch*) war der erste, der Methylguanidin im Harn parathyreopriver 
Hunde nachwies. Er isolierte aus 2,25 Liter Harn 4,5 g Methylguanidin- 
chloraurat (= 336 mg/Liter). Neben dern Methylguanidin fand Koch in 
geringerer Menge symmetrisches und asymmetrisches Dimethylguanidin, 
Guanidin, Methyleyanamid, Cholin, Neurin und Histamin. Burns und 
Sharpe*®), die ebenso wie Koch das Verfahren von Engeland verwendeten, 
glaubten im Blut und im Harn von parathyreopriven Hunden eine Steigerung 


') F. Kutscher, Zeitschr. f. phys. Chem. 51, 457, 1907; F. Kutscher 
und A. Lohmann, ebendaselbst 48, 1, 422, 1906; 49, 81, 1906. 

2) W. Achelis, ebendaselbst 50, 10, 1906. 

8) 4. J. Ewins, Biochem. Journ. 10, 103, 1916. 

4) M. Heyde, Zentralbl. f. Phys. 25, 441, 1911; 26, 401, 1912. 

5) Reinwein, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 144, 1924. 

*) F. A. Hoppe-Seyler, ebendaselbst 158, 327, 1926. 

*) R. Allers, diese Zeitschr. 96, 106, 1919. 

8) R. Engeland, Zeitschr. f. phys. Chem. 57, 49, 1908. 

%) W.F. Koch, Journ. of biol. Chem. 12, 313, 1912; 15, 43, 1913; 
Journ. of labor. and clin. med. 1; zitiert nach Malys Jahresber. 46, 261, 1916. 

1) D. Burns und J.S. Sharpe, Quart. Journ. f. exper. Physiol. 10, 
345, 1916. 
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des Guanidingehalts gegeniiber dem Blute und Harn normaler Tiere ; 
gestellt zu haben. 

Alle diese Berichte iiber das Vorkommen von Methylguanidin mii 
aber bezweifelt werden, seitdem Ewins') festgestellt hat, daB das Kreari; 
bei Einwirkung von barytalkalischer Silbernitratlésung unter Abspaltiing 
von Methylguanidin oxydiert wird (wie ja das Auftreten von Met! 
guanidin als Oxydationsprodukt des Kreatins eine altbekannte Tatsacly 
ist). Das Verfahren von Kossel und Kutscher ist also zur Isolierung von 
Methylguanidin bei Gegenwart von Kreatin nicht geeignet. 

Ebensowenig eignet sich das Verfahren von Engeland. Baumann wrod 
Ingvaldsen*) sowie Greenwald*) haben gezeigt, daB Kreatin durch Merkuri 
acetat zu Methylguanidinoglyoxylséure oxydiert wird, welche sehr leicht 
in Methylguanidin und Oxalséure zerfallt: 


NH, NH, NH, 

C=NH —> CNH —> (© NH + COOH 
N.CH,.COOH SN. CO.COOH NH.CH, 
| COOH 
CH, CH, 


Da man also nach diesen Erfahrungen bei Verwendung von Silber. 
oder Quecksilbersalzen als Fdllungsmittel das Vorhandensein von pri. 
formiertem Methylguanidin nicht beweisen kann, hat man andere Wege 
eingeschlagen. Findlay und Sharpe*) gaben ein neues Verfahren an 
Ihre Arbeitsweise ist folgende: 

Der Harn wird mit 10°, iger Gerbsaéurelésung gefiallt, das Filtrat 
nacheinander mit Baryt, Schwefelséiure, Bariumcarbonat behandelt, wobei 
nach jeder Fallung filtriert wird, das letzte Filtrat wird eingeengt und 
wiederholt mit absoluter, Alkohol extrahiert, der Riickstand in wenig 
Wasser gelést und mit gesattigter Pikrinsdurelésung gefallt. Guanidin und 
Methylguanidin sollen auf diese Weise bis zu 90°, der vorhandenen Meng 
gefunden werden. 

Nach diesem Verfahren isolierten nun Findlay und Sharpe®*) bei 
einem Falle von idiopathischer Tetanie Dimethylguanidin, und zwar 
in 916cem (Tagesharn) 175 mg Dimethylguanidin (== 191,2 mg Liter) 
und in 900 cem (Tagesharn) 83 mg Dimethylguanidin (= 92,2 mg, Liter 
Ferner fand Sharpe®) in normalen Fizes durch Darstellung des Pikrats 
aus dem Kotdialysat 0,007 °,, dagegen bei Tetanie 0,075°,, Dimethy!- 
guanidin. Nattras und Sharpe’) fanden in einem Falle von Kinder. 
tetanie als Tagesausscheidung im Urin 305 mg, in den Fazes 17 mg 
Guanidin. 


1) 4. J. Ewins, Biochem. Journ. 10, 103, 1916. 

2) L. Baumann und Th. Ingvaldsen, Journ. of biol. Chem. 35, 277, 191s. 

3) J. Greenwald, Journ. Amer. Chem. Soc. 41, 1101, 1919. 

4) L. Findlay und J. S. Sharpe, Quart. Journ. of Med. 18, 433, 1919 20; 
J.S. Sharpe, Biochem. Journ. 19, 168, 1925. 

5) Findlay-Sharpe, Quart. Journ. of Med. 18, 433, 1920. 

®) Sharpe, Biochem. Journ. 14, 1920. 

7) Nattras und Sharpe, British Med. Journ. 2, 238, 1921. 
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Vor kurzem hat auch Kiihnau') zwei Faille von parathyreopriver 
Tetanie untersucht, und zwar sowohl nach dem Verfahren von Findlay 
und Sharpe, als auch nach dem Verfahren von Kutscher, Lochmann, 
{chelis. Das letztere Verfahren hat Kiihnau so abgeindert, daB er den 
Harn zuerst mit Phosphorwolframsdure faillt und den Niederschlag 
weiterverarbeitet. Dadurch entfernt man das gesamte Kreatin und 
Kiihnau glaubt, daB bei der so abgeainderten Methodik die Einwande 
Ewins (l.¢.) nicht in Betracht kommen. Die Phosphorwolframsiaure 
fallt zwar kein Kreatin, aber das ganze Kreatinin. In wasseriger Lésung 
findet jedoch, wie bekannt, eine partielle Umwandlung des Kreatinins 
zu Kreatin statt, bis zur Erreichung des Gleichgewichtszustands. Das 
so neu entstandene Kreatin wird bei der spaiteren Behandlung mit 
Silher-Baryt selbstverstandlich zu Methylguanidin oxydiert. Kiihnau 
isolierte Methylguanidin und Dimethylguanidin in Mengen von 50,6 
bis 183.9 mg Liter (= Summe Methylguanidin — Dimethylguanidin). 


Das von Findlay und Sharpe angegebene Verfahren erschien uns 
aber durchaus nicht einwandfrei. Ich versuchte zunachst festzustellen, 
ob eine Trennung von Methylguanidin und Kreatinin nach den Angaben 
der beiden Autoren méglich wire. 


2. Versuche zur Trennung von Methylguanidin und Kreatinin 
mit Hilfe von Pikrinsaure. 


Versuch 1. In 10 ce Wasser wurden ,50 mg Kreatinin und 50 mg 
Methylguanidinhydrochlorid gelést. Dazu wurden 10 cem 1,2°, ige Pikrin 
siurelésung gefiigt?). 

Nach dem Zufiigen der Pikrinséure fiel sofort ein Niederschlag aus, 
fast nur aus Methylguanidinpikrat bestand, aber schon nach kurzer 
Zeit erschienen die charakteristischen Nadelbiischel des Kreatininpikrats. 
Der Niederschlag wurde abfiltriert und die Mutterlauge auf 10 ccm ein- 
geengt, wobei ein Gemenge von Kreatinin- und Methylguanidinpikrat 
ausfiel. Das Methylguanidin war also nicht vollstandig schon im ersten 


he 


Niederschlag ausgefallen. 

Versuch 2. Zu einem Gemenge von 5ccem 1°, iger Kreatininlésung 
plus 2cem 1°, iger Methylguanidinlésung wurden 4 ccm gesattigte Pikrin- 
siurelésung zugesetzt, wobei beide Pikrate ausfielen. Selbst wenn mehr 
Methylguanidin als Kreatinin vorhanden ist, z. B. 2cem 1°,ige Kreatinin- 
dsung plus 5cem 1°, ige Methylguanidinlésung, fallen beide Pikrate aus. 


1) J. Kiihnau, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 110, 76, 1925; Frank 
ind J. Kiihnau, Klin. Wochenschr. 4, 1170. 

2) Die Menge von 0,12 g Pikrinséure geniigt, um das Methylguanidin 
zu fallen, ist aber zu gering, um sowohl das Kreatinin als auch das Methyl- 
guanidin vollstandig zu fallen. Sharpe und Findlay fallen immer auf diese 
Art. Sie verwenden nur ungefahr ein Fiinftel der Pikrinséiuremenge, welche 


m vorhandenen Kreatinin entsprechen wiirde. 
Biochemische Zeitschrift Band 187 19 
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Versuch 3, 200 mg Methylguanidinpikrat plus 150 mg Kreatinin, 
(beide fein gepulvert) wurden in Wasser suspendiert und geschiittelt 
nach und nach mehr Wasser zugefiigt, um, wenn mdglich, das Kreat; 
pikrat zu lésen. Eine solche fraktionierte Lésung erfolgte nicht, viel: 
waren gleichzeitig immer ungefahr gleiche Mengen der Pikrate vorha: 
Bei weiterem Zusatz von Wasser lésten sich schlieBlich beide Pikrate gl 
maiBig auf. Die so erhaltene, annahernd gesattigte Lésung wurde 
Wasserbad ein wenig eingeengt. Beim Erkalten der warmen Lésung 
gannen gleichzeitig heide Pikrate zu kristallisieren. 


Diese Versuche zeigen, dag eine Trennung des Methylquanid 
von Kreatinin mit Hilfe der Pikrinsdure unméglich ist. Guanidin 
Dimethylguanidin wurden nicht untersucht. 


G. Medes) hat in einer vor kurzem erschienenen Arbeit, welche 
meine Versuche bestitigt, auch diese Verbindungen untersucht. Vedes 
hat die Léslichkeit der Pikrate von Kreatinin, Guanidin, Methyl- und 


Dimethylguanidin und von Ammoniumpikrat bestimmt (s. Tabell: 


Léslichkeit der Pikrate. 





Bei 10 Bei 20 
Meentmminpeemat.. 2 wt et ts 130 154 
er en ee ee 43 64 
Methylguanidinpikrat . ...... 132) mg 100 cem 178) mg100 com 
Dimethylguanidinpikrat . .. 4. . 117 162 
‘ Ammoniumpikrat Paste Ne eee 697 1020 


Dabei ergab sich, daB die Pikrate von Methylquanidin, Dimeth,/ 
gquanidin und Kreatinin fast dieselbe Léslichkeit haben, so dap ein 
Trennung derselben durch Fdllung mit Pikrinsdure ausgeschlossen « 
scheint. Die Léslichkeit des Guanidinpikrats ist zwar geringer als dic 
des Kreatininpikrats, aber schon wenn die Menge des Guanidinpikrats 
weniger als ein Drittel der Menge des Kreatininpikrats betragt, ist ein 
Trennung nicht mehr méglich. 

Noch unsicherer erscheinen die Ergebnisse des Verfahrens von 
Findlay und Sharpe, wenn man die ungeniigende Reinheit der erhaltenen 
Pikrate und ihre mangelhafte Identifizierung betrachtet. In der 
Tabelle A sind die Analysenzahlen der reinen Pikrate zuasammengestel!t 
In der niachsten Tabelle B die Zahlen, welche Findlay, Nattras 
Sharpe und Kiihnau von ihren aus den Tetanieharnen isolierten Pikraten 


angeben. 


1) G. Medes, Proc. of the Soc. for exp. Biol. and Med. 28, 237, 1925; 
siehe auch J. Greenwald, Biochem. Journ. 20, 665, 1926. 
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T abe lle A. 








Pikrin- Basen- 
F.P. Stickstoff_ Molekular- saure stickstoff 
( gewicht ° . 
Kreatininpikrat .. .. . 212—213 24.57 342 67.0 12.3 
Methylguanidinpikrat . . 201 27,9 302 75.8 13.9 
sa'-Dimethylguanidinpikrat 225 26,5 316 72,5 13,3 
Guanidinpikrat .... . 9318—823 29.17 
Tabelle B. 
F. P. Stickstoff Molekulars 
Cc 0 gewicht 
Pikrat aus Tetanieharn') . . . . 227 28,7 
2 = . ‘. ae 227 29.4 
as “ “i , Sa? 226 24.0 
4 jn ‘ “ 3) . > 222—232 27.28 298 
5 ‘ - = reas 218—224 27.58 310 


Man sieht, daB die UChereinstimmung zwischen den Werten beider 
Tabellen nicht geniigt, um eine eindeutige Identifizierung der ge- 
fundenen Pikrate zu erméglichen. 

Die angegebenen Stickstoffwerte (Pikrate 1, 2, 3) differieren von 
den berechneten um + 2,2, + 2.9, — 2.5%. Das Pikrat 3 hat fast den 
gleichen Stickstoffgehalt wie Kreatininpikrat, namlich 24.0 gegen 24,57 °,,. 
Kiihnau (1. c.) selbst schreibt, daB die dargestellten Pikrate nicht die 
gewiinschte Reinheit haben, weil die Urinfarbstoffe und Amine mit- 
gefallt werden. Erst nach mehrfachem Umbkristallisieren aus Alkohol 
und Eisessig resultiert ein einigermaBen reines Produkt. Ferner enthalt 
nur der in den ersten Stunden fallende Niederschlag Guanidin, wahrend 
spiter Pikrinséure oder Kreatininpikrat ausfallen. 


3. Eigene Versuche nach dem Verfahren von Findlay und Sharpe. 


Um uns iiber die Leistungsfihigkeit des Verfahrens von Findlay 
und Sharpe zu unterrichten, haben wir folgende Versuche ausgefiihrt. 


Versuch 1. 1 Liter normalen Harns wurde nach Sharpe und Findlay 
behandelt. Mit Pikrinsdure fiel eine geringe Menge schwarzbrauner amorpher 
Flocken aus. Dieselben wurden filtriert, mit verdiinnter Salzséure zerlegt 
und im Lindschen Extraktionsapparat ausgeathert. Die von Pikrinséure 
freie Lésung gab mit Phosphorwolframséure keine Fdllung, die Reaktion 
nach Sakaguchi*) war negativ. 


') Findlay-Sharpe, Quart. Journ. of Med. 18, 433, 1920. 

*) Nattras-Sharpe, British Med. Journ. 2, 238, 1921. 

3) J. Kiithnau, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 110, 76, 1925. 

*) Diese Reaktion ist charakteristisch fiir Methylguanidin. Naheres 
liber die Reaktion siehe unten 8. 297. 
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Versuch 2. 1 Liter normalen Harns wurde mit 150mg M: 
guanidinhydrochlorid versetzt und ebenso behandelt. Pikrinséure ga}, zy. 
naéchst keinen Niederschlag. Beim weiteren Einengen auf die Halfte { 
gelbe Nadeln aus. Beim Gliihen derselben blieb Asche zuriick (Kal 
Der Rest der Kristalle wurde mit verdiinnter Salzsaéure zerlegt und die Pilkxy); 
siure ausgedithert. In der salzsauren Lésung waren die Reaktionen \ 
Jaffe und Weyl positiv. Die Substanz scheint also Kreatininkalium; 
gewesen zu sein. Nach langerem Stehen fielen aus der Mutterlauge }a 
gelbliche Nadeln, Schmelzpunkt 228°. Die Kristalle wurden geldst, 
Lésung gab mit Xanthydrollésung einen weiBen Niederschlag, die Reakt 
nach Schiff mit Furfurol und Salzséure war positiv. Mit Bromlauge ent 
wickelte die Lésung Stickstoff. Die Reaktion nach Jaffe war positiv. [) 
Substanz bestand also aus Harnstoff, verunreinigt mit Kreatinin. 


Zu ahnlichen Ergebnissen ist kiirzlich F. D. White!) gekommen 
Er untersuchte vier Proben normalen Harns. Dabei konnten kein 
Guanidin, wohl aber betrachtliche Mengen von Kreatininkaliumpikrat 
isoliert werden. 


Wenn man auch nach Sharpe und Findlay betrachtlich melu 
Guanidin aus Tetanieharnen erhalten soll als aus normalem Harn, so 
muB man beriicksichtigen, daB Greenwald*) nach Parathyreoidektomie 
vermehrte Ausscheidung von Kreatin und Cooke*) bei Tetanie erhéhte 
Kreatininausscheidung festgestellt haben. Es ist also sehr leicht 
méglich, daB die nach Sharpe und Findlay erhaltenen Pikrate zum 
Teil aus Kreatinin bzw. Kreatinpikrat bestanden haben. 

' 


{ 4. Versuche von Greenwgld. 


J. Greenwald, der das Verfahren von Sharpe und Findlay entschieden 
ablehnt, hat nun selber ein einwandfreies Verfahren zur Bestimmung der 
Guanidine angegeben‘). Er entfernt den Harnstoff mit Urease, daraut 
wird der Harn mit Bleiacetat, Ammoniak und Schwefelwasserstoff be- 
handelt, das Filtrat eingeengt, mit Salzséure hydrolysiert, dann wiederholt 
mit Alkohol extrahiert. Das Kreatinin wird mit Zinkchlorid gefallt, das 
Zink mit Schwefelwasserstoff entfernt, das Filtrat eingeengt und in Alkolhwo! 
aufgenommen, bis alles in absolutem Alkohol léslich ist. Der Athylalkoho! 
wird dann durch Isopropylalkohol ersetzt. Das Filtrat mit Wasser ver- 
diinnt und eingeengt und zum Schlu8 mit Natriumpikrat gefallt. Nach 
diesem Verfahren erhielt Greenwald aus normalem Urin keine unldéslichen 
Pikrate. Werden jedoch Guanidine zugefiigt, in solcher Menge, daB der 
Guanidinstickstoff mehr als 0,5°, des Gesamtstickstoffs betragt, so werden 
die Guanidine als Pikrate wiedergewonnen. Die Ausbeuten waren wechselnd, 
von etwa 50 bis 87,52° der theoretischen Menge. Der gréBte Fortschritt 
gegeniiber Findlay und Sharpe besteht aber in der eindeutigen Identifizierung 
der Pikrate. Greenwald bestimmt den Schmelzpunkt, dann den Pikrinséure- 


1) F, D. White, Journ. of biol. Chem. 71, 418, 1927. 

*) J. Greenwald, Amer. Journ. of Physiol. 28, 103, 1911. 
8) Cooke, Journ. of exper. Med. 1911, 8. 13. 

4) J. Greenwald, Journ. of biol. Chem. 59, 329, 1924. 
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gehalt durch Fallung mit Nitron, ferner den Stickstoffgehalt der Guanidin- 
hbase: nach der Fallung mit Nitron wird die von Pikrinséure freie Lésung 

Natronlauge dreimal destilliert und die iibergehenden Amine und das 
Ammoniak in Standardséure aufgefangen und titriert. Die so erhaltenen 
Analvsenzahlen stimmen mit der erforderlichen Genauigkeit mit den 
theoretischen Werten tiberein. 

Greenwald untersuchte nach diesem Verfahren 17 Harne von Hunden, 
nach vollstandiger Thyreoidektomie. Zu sechs Harnproben fiigte er Guanidin, 
Methyl- und Dimethylguanidin. In allen sechs Fallen wurden die ent- 
sprechenden Pikrate isoliert, die anderen Harnproben gaben keine Pikrate. 


In einer spaéteren Arbeit!) hat Greenwald parathyreoprive Hunde nach 
Anftreten der Tetanie entblutet. Das gesamte Blut wurde mit Alkohol 
extrahiert und dann der Alkohol im Vakuum bei 37° abdestilliert. Die so 
erhaltenen Extrakte, welche eventuell vorhandenes Guanidin vollstandig 
nthalten miiBten, wurden kleinen Hunden injiziert, denen am Tage vorher 
die Schild- und Nebenschilddriisen entfernt worden waren. Die Hunde 
zeigten gar keine Symptome. Erst nach | bis 4 Tagen trat die Tetanie infolge 
ler Parathyreoidektomie ein. 

Gegen die Kritik Greenwalds verteidigte Sharpe sein Verfahren in 
einer neuen Arbeit?). Er zeigt, daB man gleiche Mengen Guanidin und 
Kreatinin mit Pikrinséiure trennen kann. Das ist sicher méglich. Ist 
aber ein UberschuB von Kreatinin vorhanden, so ist, wie Medes (a. a. O.) 
gezeigt hat, die Trennung nicht durchzufiihren, und ebenso unmiéglich 
ist die Trennung des Methyl- und Dimethylguanidins von Kreatinin 
s. Medes und meine Versuche). 


5. Die Bestimmung der Guanidine als Pikrolonate. 

Nachdem wir uns von der Mangelhaftigkeit aller bisherigen Ver- 
fahren, mit Ausnahme des allerdings sehr langwierigen Greenwald schen, 
iiberzeugt hatten, begannen wir mit Versuchen, um ein neues Verfahren 
auszuarbeiten. Dabei muBten folgende Bedingungen erfiillt werden: 
|. Es diirfen weder Silber- noch Quecksilbersalze verwendet werden. 
2. Das Kreatinin muB sicher von den Guanidinen getrennt werden. 
3. Sollen noch geringe Mengen der Guanidine nachweisbar sein. 4. Mu 
eine sichere Identifizierung der Guanidine méglich sein. Die Haupt- 
schwierigkeit bei der Bestimmung der Guanidine ist die exakte Trennung 
vom Kreatinin. Wir haben gefunden, daB die Trennung am besten 
bei Verwendung der Pikrolonsdure gelingt. Die Guanidinpikrolonate 
sind so schwer léslich, daB eine !/,.°,ige Methylguanidin- und Guanidin- 
lisung von Natriumpikrolonat sofort gefallt wird. Eine 1/99 °,ige 
Methylguanidinlésung triibt sich nach einiger Zeit und gibt erst nach 
langerem Stehen einen Niederschlag. Kreatinin hingegen wird selbst 


1) J. Greenwald, Journ. of biol. Chem. 61, 33, 1924. 
*) Sharpe, Biochem. Journ. 19, 168, 1925. 
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in 1%iger Lésung nicht gefallt. Sogar eine gesittigte alkoholisc), 
Kreatininlésung wird durch Pikrolonsaure nicht gefallt. Diese Trenniy 
ist viel sicherer als die Fillung des Kreatinins mit Hilfe von Zink 
chlorid, denn das Zinkehlorid fallt dasselbe nie vollstandig. Wir | 
stimmten in eigenen Versuchen die Kreatininmenge, welche ac! 
Fallung mit Zinkchlorid im Filtrat noch vorhanden ist, nach der kolo 
metrischen Methode von Folin. In einigen Fillen betrug dieselbe }j, 
ein Fiinftel des vorhandenen Kreatinins. 


Nach zahlreichen Versuchen sind wir zu folgendem Vorgang gelangt 
der die oben genannten Bedingungen erfiillen diirfte : 


Der unter Toluol aufgefangene Harn wird mit Magnesiumox, 
bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt und am Wasserbad }j, 
zur Sirupkonsistenz eingeengt'). Man fiigt reinen Kieselgur hinzy 
erhitzt weiter am Wasserbad, bis man ein ziemlich trockenes Puly 
erhalt. Man zerreibt es mit einem Pistill und erhitzt weiter, bis e 
vollstandig trocken und praktisch wasserfrei ist. Dieses fein zerriebe: 
Pulver fillt man in eine Extraktionshiilse, welche in einen Soxlet! 
apparat tibertragen wird. Die Pulverreste in der Schale spilt man mi: 
heiBem Alkohol vollstandig in die Hiilse. Man extrahiert nun im Soxlet! 
apparat mit 96°,igem Alkohol so lange, bis dieser vollstandig farblo- 
ybflieBt und dann noch einige Stunden (Gesamtdauer mindestens 
Stunden). Der alkoholische Extrakt wird abgekiihlt und einiy 
Stunden zur Kristallisation beiseite gestellt. Dann dekantiert man 
die klare Lésung in eine Abdampfschale, wascht den Kolben samt 
Inhalt mit Alkohol wiederholt nach und filtriert den Waschalkoly 
ebenfalls in die Abdampfschale. Der Alkohol wird nun am elektrische: 
Wasserbad vollstandig verdampft. Der zuriickbleibende Sirup. «i 
beim Erkalten erstarrt, wird nun in Wasser gelést. Dabei fiillt man 
auf das gleiche Volumen auf, welches der Harn urspriinglich einnahm 
Die wisserige Lésung wird mit Schwefelséure stark angesaéuert und mit 
einer 10 °,igen Phosphorwolframsaurelésung vorsichtig so lange versetzt 
bis ein Niederschlag ausfallt. Man riihrt gut um und 1aBt absitzen 
Von der iiberstehenden klaren Fliissigkeit pipettiert man einige Kubik 
zentimeter in ein Probeglas und fiigt einige Tropfen Phosphorwolfram 
siure hinzu. Entsteht sofort oder nach einigen Minuten ein Nieder- 
schlag, so ist die Fallung noch nicht vollendet. Man fiigt noch etwa 
10 cem Phosphorwolframsaurelésung hinzu und wiederholt nach dem 
Absitzen die Probe. Auf diese Weise fiihrt man die Fallung zu Enc 


1) Methylguanidin wird von Magnesiumoxyd bei 100° nicht zerlegt 
Destilliert man eine Methylguanidinlésung bei Gegenwart von Magnesiuin- 
oxyd bis zur Trockne ein, so gehen nicht die geringsten Spuren von Ammoniak 
oder Methylamin iiber. 
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ohne einen groBen UberschuB von Phosphorwolframsaure zu verwenden. 
Diese Vorsicht ist notwendig, da in einem geniigend groBen CherschuB 
von Phosphorwolframsaure das Methylguanidinphosphorwolframat voll- 
standig léslich ist. Man la8t nun 24 Stunden in der Kalte, am besten 
im Eissechrank stehen. Dann wird der Niederschlag abgenutscht, mit 
5°, iger Schwefelsaure gewaschen, vom Filter entfernt und in ein 
Pulverglas gebracht. “Das Filter wird mit Acetonwasser nachgespiilt 
und der ganze Niederschlag in geniigend Acetonwasser (vier Teile 
Aceton, drei Teile Wasser) suspendiert und das Glas samt Inhalt 
30 Minuten im Schiittelapparat geschiittelt. Die so erhaltene Sus- 
pension wird nun zentrifugiert. Dann wird die klare Fliissigkeit vom 
Zentrifugat abgegossen und mit Barytwasser in geringem UberschuB 
versetzt. Der Niederschlag von Bariumphosphorwolframat wird ab- 
genutscht und das Filtrat vorsichtig mit verdiinnter Schwefelsiure 
so lange versetzt, bis die Fliissigkeit gegen Lackmus neutral reagiert. 
Nach einigem Stehen nutscht man ab. Die Nutsche wird mit einem 
Barytfilter belegt, darauf kommt eine diinne Schicht Kieselgur. Auf 
diese Weise erhalt man ein vollstandig klares Filtrat. Dieses wird nun 
stark eingeengt. Die Reaktion sei dabei neutral oder ganz schwach 
sauer. Dann filtriert man und fiillt mit Wasser auf ein Zehntel des 
urspriinglichen Harnvolumens auf. (Bei Verwendung von einem Liter 
Harn, also auf 100 ccm.) Man fallt nun mit einer Lésung von Natrium- 
pikrolonat!). Man fiigt so viel von dem Fallungsmittel zu, bis eine 
Probe der iiberstehenden Fliissigkeit nach Zusatz desselben nach 
lingerem Stehen keinen Niederschlag mehr gibt. Nach 24 Stunden 
wird der Niederschlag auf einem Jenaer Glasgoochtiegel gesammelt 
und mit wenig Wasser gewaschen, in ein kleines Becherglas gespiilt 
und in siedendem, 50°,igem Alkohol gelést. Man kocht so lange, bis 


, der Alkohol verdampft ist und laBt einige Stunden in der Kalte kristalli- 


sieren. Den so gereinigten Niederschlag bringt man auf einen gewogenen 
Jenaer Glasgooch, saugt ab und trocknet bei 100°. 


1) Darstellung des Fdllungsmittels. Die Pikrolonsiure, welche wir ver- 
wendeten (ein Mercksches Praparat), hatte nicht die in der Literatur an- 
gegebene Léslichkeit, sondern war bedeutend schwerer léslich. Um nicht 
mit zu verdiinnten Lésungen zu arbeiten, fiihrten wir dieselbe in das leichter 
lésliche Natriumsalz iiber. 5g Pikrolonséure werden in 700 cem Wasser 
suspendiert und am Wasserbad erhitzt. Dazu fiigt man 6,58 cem 10% ige 
Natronlauge, worauf fast vollstandige Lésung eintritt. Dann nimmt man 
die Lésung vom Wasserbad und lat iiber Nacht kalt stehen. Am nachsten 
Tage filtriert man. Bei neutraler oder schwach saurer Reaktion bleibt die 
Lésung vollstandig klar, aber bei alkalischer Reaktion triibt sie sich, und es 
fallt ein voluminéser Niederschlag von Natriumpikrolonat aus. Deshalb 
muB8 die Fallung der Guanidine immer bei schwach saurer Reaktion vor- 
genommen werden. 
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Identifizierung der Pikrolonate. 


1. Schmelzpunkt. AuBer dem Schmelzpunkt des _ gereinigten 
Pikrolonats wurde fast immer auch der Schmelzpunkt vor dem Um. 
kristallisieren bestimmt. In den meisten Fallen fielen die Pikrolonate 
so rein aus, daB der Schmelzpunkt konstant blieb. 

2. Zerlegung der Pikrolonate und Bestimmung des Pikrolonsdur: 
gehalts. Die gewogenen Pikrolonate wurden durch Kochen mit 5° ,ige: 
Schwefelsiure zerlegt, wobei sich alles klar lést. Beim Abkiihlen fa 
der gréBte Teil der Pikrolonsiure aus. Die Fliissigkeit wird samt «i 


Pikrolonsiure in einen Lindschen Extraktionsapparat gespiilt und n 
Ather so lange extrahiert, bis sich die gesamte Pikrolonsdure im Ather 
kélbchen befindet und die Fliissigkeit farblos erscheint. Dann wir 
der Ather vorsichtig abdestilliert und der Kolben samt Inhalt einiy 
Stunden im Vakuumexsikkator iiber Chlorealeium getrocknet un 
gewogen. Davon subtrahiert man das Leergewicht des Kolbens un 


erhalt so den Gehalt an Pikrolonsaure. 

3. Untersuchung auf Kreatinin, Guanidin und Methylquanidin 
Die pikrolonsdurefreie, schwefelsaure Lésung der Guanidine wird 
eingeengt und in einen MeBkolben gefiillt. Mit aliquoten Teilen de: 
Fliissigkeit werden folgende Reaktionen ausgefiihrt: 

a) Die Weylsche Reaktion zeigt die Anwesenheit des Kreatinins 
Diese Reaktion war immer negativ. 

b) Die Nitroprussidreaktion auf Guanidin (Beschreibung s. 8. 296) 
Diese Reaktion ist positiv bei Gegenwart von Guanidin und Methy!- 
guanidin. 

c) Die Reaktion von Sakaguchi (s. 5.297). Diese Reaktion ist 
positiv bei Gegenwart von Methyl- und Dimethylguanidin, aber negativ 
bei Gegenwart von Guanidin. 

4. Bestimmung des Stickstofjs der Guanidinbasen: 

a) Ein aliquoter Teil der sub 3 erhaltenen Lésung wird kjeldahlisiert 
und so der Gesamtstickstoff bestimmt. 

b) Ein aliquoter Teil wird mit 10°,iger Natronlauge versetzt und 
destilliert, wobei man auf ein kleines Volumen einengt. Das Destillat 
wird in n/10 Schwefelsiure aufgefangen und zuriicktitriert. Man 
wiederholt die Destillation unter Zusatz von Wasser ein zweites und, 
wenn ndétig, ein drittes Mal. Guanidin, Methyl- und Dimethylguanidin 
geben so ihren ganzen Stickstoff als Ammoniak, Methyl- und Dimethyl- 
amin ab. Der so erhaltene Stickstoffwert muB mit dem nach Kjeldahi 
bestimmten identisch sein. 


5. Nachweis des Methyl- und des Dimethylamins. Das aus dem 
Methylguanidin bei der Destillation mit Lauge abgespaltene Methyl- 
amin (bzw. Dimethylamin aus Dimethylguanidin) wurde mit Hilfe 
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Reaktion von Tsalapatani') nachgewiesen. Die bei der Destillation 
Lauge (nach 4b) erhaltenen Destillate werden nach dem Titrieren 
ikalisch gemacht und wieder destilliert. Das Destillat wird in wenig 

rdimnter Salzsiure aufgefangen, neutralisiert und am Wasserbad 
ollstandig eingedampft. Der Riickstand wird in 96°,igem Alkohol 
velist und mit einigen Milligrammen Tetrachlorchinon (Chloranil 
Merck) versetzt und auf 70 bis 75° erhitzt. Bei Gegenwart von Mono- 
oder Dimethylamin tritt Violettfarbung ein. Ammoniak gibt diese 


el 


Reaktion nicht. 


6. Untersuchung normaler Harne und Zusatzversuche. 


Von acht normalen Harnen gaben sechs keine Pikrolonate, in 
zwei Fallen traten wenige Milligramme eines gelben Niederschlags auf, 
der filtriert und getrocknet wurde. Die Substanz wurde im Schmelz- 
punktapparat bis iiber 300° erhitzt, ohne zu schmelzen. Verbrennt man 
sie am Porzellanspatel, so bleibt etwas weiBe Asche zuriick (Natrium 
md Spuren Calcium). Es scheint sich also um Spuren eines anorgani- 
schen Pikrolonats zu handeln, welche man wohl vernachlassigen kann. 

Zu elf Harnproben setzten wir wechselnde Mengen (60 bis 
i00 mg/Liter) Guanidin bzw. Methylguanidin zu. Die Ausbeuten an 
renem Pikrolonat waren schwankend von 52 bis 90°. Die Versuche 
sind in Tabelle 1 zusammengestellt. In Tabelle Il findet man die 
Analysenzahlen von reinem Guanidin- und Methylguanidinpikrolonat. 


Tabelle I. Zusatzversuche. 





Analyse der Pikrolonate 
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— a - a ~ cs vhs 
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100mg 250 0.4714 80.90 270 270 8116 - +/|4 
OO. PS 500 1.2080 75.95 261 269 8024 — + + 1044 
600 = 1000 2.4253 78.34 269 270 81.07 ! 4 10.86 10.56 + 
~~ * 1s ~ pet ome Gh Bed pa ae 
0M . 1S 250 0.1690 65.51 270 270 81.28 — . + 10.74 10.67 + 
15 . (© 250 0.0405 52.33 268 270 81.70 4 | + |11,08 
25, | 250 0,0699 54.19 265 268 81,15 - + 10,83 
100 . [= 250 0.2958 57.33 270 270 8052 — + +- 10,69 10.64 
100 , 250 0.3091 59.90 260 268 81.038 - + 1050 10,73 + 
100 \3 250 0.3910 63.60 270 270 8427 — 4 11.27 
100. be) 250 0.5551 90.29 262 268 83,50 - 11,01 11,29 
= - > « -o o- = “oe 
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!) L. Tsalapatani, Bull. de la soc. de Steinte din. Bucaresci 16, 67, 
1907; siehe auch M. Guggenheim, Die biogenen Amine, 8. 52. Berlin 1924. 
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Tabelle II. 


Analysenzahlen von reinem Methylguanidin- und Guanidinpikro 
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Methylguanidinpikrolonat 270 8062 — ~ + 1114 11,14 
Guanidinpikrolonat . . . 272 83,73 + 11,58 11,58 


b) Farbenreaktionen und kolorimetrische Bestimmuna. 

Bei der Suche nach charakteristischen Farbenreaktionen de. 
Guanidins, Methyl- und Dimethylguanidins haben wir besonders di 
schon bekannten Farbenreaktionen anderer Guanidinverbindungey 
untersucht, und zwar folgende: 1. Die Weylsche Reaktion, 2. die Reaktio 
von Sakaguchi, 3. die Jaffesche Reaktion, 4. die Diacetylreaktion, 5 
Reaktion mit B-Naphtochinon nach Poller. 


1. Der qualitative Nachweis der Guanidine mit Hilfe 
Nitroprussidreaktion. 

Fiihrt man die bekannte Weylsche Reaktion statt mit Kreatinin 
mit Guanidin oder Methylguanidin aus, so scheint es zunachst, als ob 
diese Verbindungen die Reaktion nicht geben wiirden, denn die intensiv: 
Rotfirbung, welche fiir Kreatinin charakteristisch ist, tritt nicht auf 
Nach kurzem Stehen jedoch wird die Fliissigkeit braunrot, welch 
Farbung nach lingerer Zeit immer dunkler wird und tagelang bestehe: 
bleibt. Dieses Verhalten steht im Gegensatz zu dem des Kreatinins 
wobei die maximale Intensitat fast sofort erreicht wird, und die Farbung 
nach kurzer Zeit ausblaBt und in Strohgelb iibergeht. Auf diese Art 
kann man Guanidin und Methylguanidin neben Kreatinin nachweisen 
Man stellt die Weylsche Reaktion wie gewéhnlich an, wobei sofort di: 
intensive Rétung des Kreatinins auftritt; nach kurzer Zeit verblalit 
dann die Farbung und die schwiachere Farbe des Guanidins bleibt 
zuriick, welche nun im Laufe mehrerer Stunden immer dunkler wird 
Ebenso wie bei der Weylschen Reaktion wird beim Anséuern mit 
Essigsiure die Farbe zerstért. Erhitzt man jetzt zum Sieden, so tritt 
ebenfalls Berlinerblau auf. 

Ein wichtiger Unterschied gegeniiber dem Kreatinin besteht darin 
daB beim Guanidin und Methylguanidin die Reaktion nicht eintritt 
wenn man sie unter AbschluB des Luftsauerstoffs, also z. B. unter einer 
Schicht von Paraffinél anstellt. Die Rotfairbung bleibt dabei aus 
tritt jedoch sofort ein, wenn man einige Tropfen Wasserstoffsuperoxyd 
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fiigt, oder langere Zeit Luft durchleitet. Fiir die Weylsche Reaktion 


ist der Luftsauerstoff nicht notwendig, denn mit Kreatinin tritt die 
Rotfarbung auch unter Paraffinél sofort ein. 


Eine 3/,99°ige Lésung von Methylguanidin gibt die Reaktion. 
Dagegen gibt eine !/,999°,ige Lésung keine Rotfirbung mehr. Diese 
Empfindlichkeit gestattet eine Menge von 10mg Methylguanidin in 
j00 cem Harn leicht nachzuweisen. Arginin gibt die Reaktion ebenfalls, 
der Harn muB daher bei Anstellung der Reaktion eiweiBfrei sein. 

Da zur Reaktion Sauerstoff notwendig ist, haben wir versucht, 
sie durch Zusatz von Wasserstoffsuperoxyd zu beschleunigen. Nach 
Zufiigung einiger Tropfen Perhydrol tritt die maximale Fiarbung tat- 
sachlich nach kurzer Zeit ein und bleibt dann linger als 24 Stunden 
konstant. Fiihrt man aber die Reaktion auf diese Art aus, so verliert 
sie vollstandig ihre Spezifitat. Neben den Guanidinverbindungen 
geben auch Harnstoff, Harnsaure, ja sogar Kohlenhydrate die Reaktion 
Wir fiihrten die Reaktion also immer wie oben angegeben (ohne Zusatz 
von Perhydrol) aus. 

Vor kurzem erschienen einige Arbeiten!), in denen die Nitro- 
prussidreaktion zur kolorimetrischen Bestimmung der Guanidine 
verwendet wird. Die Originalarbeiten waren nicht zu erhalten, weshalb 
ich Versuche nach diesen Verfahren nicht anstellen konnte. 

2. Die kolorimetrische Bestimmung von Methylguanidin und 

Dimethylguanidin mit Hilfe der Reaktion von Sakaguchi. 


Sakaguchi hat vor kurzem eine neue Farbenreaktion der Proteine 
mitgeteilt?), welche darauf beruht, daB EiweiB in alkalischer Lésung 
mit a-Naphtol und Hypochlorit eine intensive rote Farbe gibt. Er 
untersuchte auch, welche Aminosiure fiir die neue EiweiBreaktion 
verantwortlich ist. Dabei hat sich herausgestellt, daB Arginin, Glyko- 
cyamin, a-Guanidinbutterséure die Reaktion geben. Dagegen ist die 
Reaktion negativ bei Guanidin, Nitroguanidin, Glykocyamidin, Kreatin, 
Kreatinin, Hydantoinsiure Thiohydantoinsdure, Nitroarginin und 
Biuret. Es schien also, daB die Farbenreaktion nur dann auftritt, wenn 
sich im Molekiil der betreffenden Guanidinverbindung die Atomgruppe 

NH, 
C=NH 
NH. Fettsiure 
befindet. 


1) O. W. Tiegs, Austral. Journ. of exper. biol. and med. Science 1, 
93, 1924; Hedley, Marston, ebendaselbst 1, 99, 1924; P/i/fner, Proc. of the 
Soe. for exper. Biol. and Med. 28, 800, 1926. 

2) S. Sakaguchi, Journ. of Biochem. 5, 25, 133, 1925. 
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Bei unseren Versuchen ergab sich jedoch, daB auch Methylguanidin 
die Reaktion gibt. Ebenso gibt Dimethylguanidin die Reaktion. |) 
die Reaktion sehr empfindlich ist — Arginin und Methylguanidin gehen 
noch in einer Verdiinnung von 1: 1000000 eine sehr schwache, abe 
deutliche Rosafiirbung —, haben wir die Reaktion genau untersucht 
und uns bemiiht, sie zu einer quantitativen, kolorimetrischen Methode 
auszuarbeiten. Wir hatten dabei grobe Schwierigkeiten zu iiberwinde: 
Die Reaktion wird schon von geringen Uberschiissen des Hypochlorits 
und des Naphtols gestért. Verwendet man zuviel Naphtol, so tritt 
eine gelbe bis braunrote Nebenfarbe ein, welche leicht einen héherey 
Methylguanidingehalt vortéuschen kann. Bei Gegenwart von gréBeren 
Mengen Hypochlorit tritt zwar die Reaktion sehr schnell ein, aber 
der gebildete Farbstoff wird sehr rasch wieder zerstért. 


Trotz zahlreicher Versuche ist es uns nicht gelungen, durch 
Variation der Versuchsbedingungen (Konzentration des Methyl. 
guanidins, der Lauge, des Natriumhypochlorits, des Naphtols usw 
eine Proportionalitaét zwischen der vorhandenen Guanidinmenge und 
der Farbintensitaét festzustellen!). Um aber doch zu einer brauchbaren 
Bestimmung der Guanidine zu gelangen, stellen wir die Reaktion so an 
daB wir die Mengt der Reagenzien konstant halten, aber die Konzentra- 
tion des Methylguanidins variieren. Verschiedene Methylguanidin- 
mengen geben auf diese Art verschiedene Intensitaten. Ein und dieselbe 
Menge Methylguanidin gibt jedoch immer ein und dieselbe Fiarbung 
Halt man nun auch die Intensitdét konstant, indém man durch: Variation 
der Methylguanidinmenge eine der Farbung der Standardlésung gleich 
Farbung erzeugt, so kann man aus der erforderlichen Verdiinnung au/ 
die Guanidinmenge schlieBen. 


Erforderliche Reagenzien. 


a-Naphtollésung. Man lést 0,1 g reinstes a-Naphthol in 100 ccm 
70°. igem Alkohol. 


Natriumhypochloritlésung. Darstellung nach Graebe*). Zu 50 g Kaliun 
permanganat lat man aus einem Tropftrichter langsam 300 bis 330 cc: 
konzentrierter Salzséiure (1,17.D) langsam zutropfen und leitet das sich 
entwickelnde Gas, welches mit Wasser gewaschen wird, in einen Lite: 
10°, iger Natronlauge. Bewahrt man diese Lésung kiihl und dunkel aut, 
so ist sie ziemlich lange bestandig. Doch empfiehlt es sich, jeden Monat 
eine frische Lésung zu bereiten. 


1) Sakaguchi verwendet zwar seine Reaktion zur kolorimetrischen 
Bestimmung des Arginingehalts der Proteine, doch mu8 man die Reaktio: 
bei jedem EiweiBk6érper mit einer anderen, empirisch festgestellten Hypo 
chloritmenge anstellen, um den richtigen Argininwert zu erhalten. 

2) Graebe, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 85, 2753. 
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Standardlésung. Als Vergleichslésung verwenden wir eine sehr ver- 
te Kongorotlésung. Da die verdiinnten Lésungen jedoch nicht gut 
thar sind, haben wir sie immer frisch hergestellt durch Verdiinnen einer 
entrierten Vorratslésung. Herstellung der Vorratslésung: 2,5000 g 
, Vakuum getrocknetes Kongorot (Dr. Griibler) wird in 50 cem Alkohol 
einem 14-Liter-MeBkolben gelést, dazu fiigt man Wasser bis zur Marke. 
Diese Lésung ist vollstandig haltbar. Die Standardlésung wird durch 
Verdiinnen von 0,1 cem der Vorratslésung auf 250 ccm hergestellt. 


‘ 


Ausfithrung der Bestimmung. 


Wir beschreiben das Verfahren in seiner Anwendung auf Harn: 


1. EnteiweiBung des Harns. Der zu untersuchende Harn muB 
volilstandig frei von EiweiB sein. Einige Kubikzentimeter des sauren 
oder mit Essigsiure angesiuerten Harns werden mit einigen Tropfen 
%)°.iger Sulfosalicylsiurelésung versetzt. Entsteht eine Triibung 
oder ein Niederschlag, so wird eine Harnprobe (20 bis 30ccm) mit 
einigen Tropfen verdiinnter Essigsiure bis zur Lackmusrétung versetzt, 
zum Sieden erhitzt und filtriert. Gibt der Harn mit Sulfosalicylsaure 
keine Triibung, so wird er sofort weiter verwendet. 


2. Entfaérbung des Harns!). 20cem des eiweibfreien, essigsauren 
Harns versetzt man mit 2 g feingepulverten Bleiacetats und ]aBt einige 
Minuten unter éfterem Schiitteln stehen. Dann zentrifugiert man, gieBt 
die klare, schwach gelblich gefirbte Fliiscigkeit in ein zweites Zentri- 
fugierglas und versetzt mit 1 cem 30°,iger Natronlauge. Nacli gutem 
Schiitteln zentrifugiert man und gieBt die klare, farblose Fliissigkeit 
in ein drittes Zentrifugierglas. Man setzt 0,5 cem konzentrierte Schwefel- 
siure zu, mischt gut durch und iiberzeugt sich, daB die Fliissigkeit 
sauer reagiert. Hierauf entfernt man das Bleisulfat durch Zentrifugieren 
und gieBt den entfiirbten Harn in eine genaue Mensur und notiert das 
Volumen. 


3. Ausfiihrung der Reaktion. Mit dem so entfairbten Harn stellt 
man nun eine Verdiinnungsreihe an. Man verwendet vier bis fiinf gleich 
weite Eprouvetten. In die erste pipettiert man lecm des entfarbten 
Harns und verdiinnt mit 10 cem Wasser, nach guter Mischung pipettiert 
man von der ersten Eprouvette in die zweite Eprouvette wieder 1 ccm, 
verdiinnt mit 10 cem Wasser, mischt gut und pipettiert von der zweiten 
in die dritte Eprouvette wieder 1 cem und so fort. In jede Eprouvette 
pipettiert man jetzt leem 10°,iger Natronlauge (dabei kénnen noch 


1) Die Entfarbung des Harns ist ahnlich der von C. Neuberg angegebenen. 
Doch muBten wir nach der Fallung mit Bleiacetat die letzten Farbreste 
noch durch Fallung mit Natronlauge entfernen, um den Harn vollstandig 
farblos zu erhalten. Fiir die Polarimetrie geniigt die von Neuberg angegebene 
Fallung mit Bleiacetat. 
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Spuren von Blei als Bleihydroxyd ausfallen, doch lést sich der Nieder. 
schlag im Uberschu8 der Natronlauge. Auf jeden Fall muB die Fliissiy. 
keit vollstandig klar sein. Diese geringen Plumbitmengen stéren «i 
Reaktion nicht). Dann kommt in jede Eprouvette 0,4cem der a-Naphtol. 
lésung, worauf man gut durchschiittelt. Zum SchluB fiigt man in je 
Eprouvette 0,2 cem der Hypochloritlésung, wobei man gut mischt 


Bei Abwesenheit von Methylguanidin oder Dimethylguanidin tritt 
keine Rotfarbung auf, sondern nur eine auBerst schwache, gelblich: 
Kigenfarbe. Bei Gegenwart kleiner Mengen von Methylguanidin far}: 
sich die Fliissigkeit in den ersten Eprouvetten rosa, in den verdiinnteren 
Fliissigkeiten bleibt sie farblos. Je gréBer die Konzentration des Meth! 
guanidins ist, in desto mehr Eprouvetten erscheint die Rosafarbung 
ist viel Methylguanidin vorhanden, so tritt die Farbung in allen Eprou- 
vetten auf, und in den ersten Eprouvetten erscheint die Fliissigkeit ticf 
rot. Oft tritt der Fall ein, daB die erste Eprouvette rosa erscheint, di: 
zweite stark rot, die dritte rosa, die vierte schwach rosa, die fiinft: 
farblos. Sinkt die Konzentration von links nach rechts, so betrachtet 
man lediglich die rechts vom Maximum liegenden absteigenden Farbhen- 
intensitaten. 


Nach 3 bis 5 Minuten erreicht die Fdarbung ihr Maximum. Bei 
Jangerem Stehen verblassen die Farben. Man vergleicht die maximal: 
Fdrbung mit der Standardlésung, welche sich in einer gleich weiten 
Eprouvette befindet. Dabei kann der Fall eintreten, daB die maximale 
Farbang dem Standard vollstandig gleicht 6der aber es erscheint in 
keiner Eprouvette dieselbe Farbung wie die der Standardlésung. In 
diesem Falle ist jedoch eine Eprouvette starker und die nachste schwiiche 
gefarbt als die Standardlésung. 


Zwischen diesen beiden Eprouvetten schaltet man nun eine zweit 
aus vier Konzentrationsstufen bestehende Verdiinnungsreihe. War 
z. B. der Inhalt der zweiten Eprouvette (enthalt 0,09 ccm entfarbten 
Harn) stirker, der Inhalt der dritten Eprouvette (enthalt 0,009 ccm 
entfairbten Harn) schwiacher gefirbt als die Standardlésung, so gilt 
man jetzt in die vier Eprouvetten der Reihe nach 0,08, 0,06, 0,04 
0,02 ccm des entfarbten Harns und fiillt in jede Eprouvette mit Wasser 
auf 10cem auf. Dann stellt man die Reaktion genau wie vorher an 
und vergleicht die nach 3 bis 5 Minuten auftretende maximale Farbung 
mit der Standardlésung. Dabei arbeitet man entweder mit dem Duboscy- 
schen Kolorimeter (man stellt auf groBe Fliissigkeitsschicht ein, dic 
Standardlésung z. B. auf 40 mm) oder man kann mit fast der gleichen 
Genauigkeit die Eprouvetten gegen einen weiBen Hintergrund mit 
freiem Auge betrachten. Bei der zweiten Verdiinnungsreihe tritt fast 
immer der Fall ein, daB der Inhalt einer Eprouvette die gleiche Farbung 
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t wie die Standardlésung. Liegt aber die Farbung der Standard- 

sung zwischen zwei Eprouvetten, so nimmt man den Mittelwert. 

4. Berechnung der Analyse. Als Grundlage der Berechnung dient 
folyende Gleichung: Der Inhalt jener Eprouvette, welcher die gleiche 
Farbung zeigt wie die Standardlésung, enthalt 0.00005 g Methylquanidin. 
Die Berechnung sei an einem Beispiel gezeigt: 20 ccm eiweiBfreier 
Harn wird entfarbt, dabei wurden l ccm Natronlauge und 0.5 cem 
Schwefelsiure zugesetzt. Das Gesamtvolumen betrug also 21,5 cem. 
er entfarbte Harn hatte ein Endvolumen von z. B. 19 cem (in der 
Mensur gemessen). Jene Eprouvette, deren Inhalt mit der Standard- 
isung die gleiche Farbung zeigte, enthielt z. B. 0.04cem des ent- 
firbten Harns. Dann gilt folgende Proportion: 0,04: 21,5 = x: 19ecem, 
daraus ergibt sich 2 = 0.00354cem. D.h., daB in 0.00354 ceem Harn 
0.00005 g Methylguanidin enthalten sind, oder in 20 cem Harn 283 mg 
Methylguanidin. 

Mit Hilfe dieses Verfahrens haben wir folgende Werte erhalten, 
welche seine Brauchbarkeit zeigen: 





Vorhanden Gefunden Vorhanden Getunden 
£ 8 8 8 
0.0010 0.00109 0.0190 0.0200 
0.0050 0.0054 0.0250 0.0241 
0.0060 0.0050 0.0250 0.0270 
0.0085 0.0067 0.0350 0.0400 


Kleinere Mengen als'50 mg pro Liter lassen sich nicht mehr kolori- 
metrieren, aber sie sind noch qualitativ nachweisbar. 


Der qualitative Nachweis kleiner Meth ylquanidinmengen. 


Um noch kleinere Mengen Methy!guanidin qualitativ nachzuweisen, 
haben wir die Reaktion auf folgende Weise ausgefiihrt: Der eiweibfreie 
Harn wird wie oben entfirbt, dann wurde die Reaktion sowohl im 
unverdiinnten Harn als auch in dem auf das zehnfache Volumen ver- 
dinnten Harn durchgefiihrt. Nach dem Zusatz von Il cem 10° ,iger 
Natronlauge und 0,4ccm a-Naphtollésung wird gut  geschiittelt. 
Dann laBt man in die geneigte Eprouvette vorsichtig 0,2cem der 
Hypochloritlésung (in den unverdiinnten Harn 0,4 ccm) aus der Pipette 
zuflieBen, so daB die schwere Hypochloritlésung zu Boden sinkt. An 
der Beriihrungsfliche beider Fliissigkeiten entsteht ein Farbenring. 
Normaler, eiweiBfreier Harn gibt einen gelblichen Ring, aber bei Gegen- 
wart kleiner Methylguanidinmengen ist der Ring schwach rosa gefarbt. 
Auf diese Weise gelingt es, noch 20 mg Methylquanidin pro Liter Harn 
nachzuweisen. Diese Empfindlichkeit war fiir unsere Untersuchungen 
vollstandig ausreichend, da ja die Vertreter der Guanidinhypothese 
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das Vorkommen der 10fachen, ja der 17fachen Menge Methylguanidiy 
im Tetanieharn behaupten. 

Ubrigens kénnte man noch bedeutend kleinere Mengen sowoh 
kolorimetrisch als qualitativ nachweisen, wenn man nicht den Harm 
selbst, sondern die Phosphorwolframsaurefraktion verwenden  wiirc 


Untersuchungen anderer Autoren iiber die Reaktion von Sakaguel 


Poller*) hat untersucht, bei welchen Guanidinverbindungen 
Reaktion positiv ausfallt und kommt zu der Ansicht, daB der rote Farbst 
nicht die Formel haben kann, die Sakaguchi ihm zugeschrieben hat 


OC HCl 


N< 
CONHOCWH; 
| 
sondern, da die zwei Naphthole auf die beiden Aminogruppen verteilt sind, 


F. A. Hoppe-Seyler*) findet, daB die Sakaguchireaktion im norma 
eiweiBfreien Harn negativ ist. Fallt man jedoch mit Phosphorwolframsiur 
zerlegt den Niederschlag und engt die Lésung der Carbonate zum Siru; 
ein, so soll die Reaktion positiv ausfallen. Doch scheint es uns nach de: 
Angaben des Autors nicht sicher, ob die Harne auch vollstindig frei \ 
EiweiB waren. 

3. Andere Farbenreaktionen. 


Von anderen bekannten Farbenreaktionen der Guanidinverbindunge: 
haben wir folgende untersucht: Die Diacetylreaktion®). Guanidin w 
Methylguanidin geben diese charakteristische Reaktion der Guanidin- 
verbindungen nicht. 

Die Jaffesche Reaktion ist mit Guanidin und Methylguanidin ebenfalls 
negativ. 

Vor kurzem hat Poller*) eine neue Reaktion fiir Arginin und Kreatinin 
angegeben. Bei Gegenwart von Soda geben diese Verbindungen mit 
8-Naphtochinon eine Rotfarbung. Wir haben diese Reaktion mit Guanidi: 
und Methylguanidin versucht, doch war sie bei beiden negativ. 


Il. Untersuchung von Tetanieharnen. 

Mit Hilfe der oben angegebenen Verfahren untersuchten wir Tetanie- 
harne, und zwar von Patienten, die an verschiedenen Tetaniearten 
erkrankt waren. Die Harne wurden immer vollstandig frisch ver- 
arbeitet. Zunachst untersuchten wir auf EiweiB. Dann uantersuchten 
wir den Gehalt an Guanidinen, und zwar zuerst kolorimetrisch mit 
Hilfe der Reaktion von Sakaguché®) und mit der Nitroprussidreaktion 
Ohne Riicksicht auf den Ausfall der kolorimetrischen Untersuchung 


1) K. Poller, Berl. Ber. 1927, 8.59; Klin. Wochenschr. 4, 237, 1927 
2) F. A. Hoppe-Seyler, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 158, 327, 1926 
8) A. Harden und D. Norris, Journ. of Physiol. 42, 332, 1911; G.> 


Walpole, ebendaselbst 42, 301, 1911. 
4) K. Poller, Klin. Wochenschr. 6, 237, 1927. 
5) In der oben beschriebenen Ausfiihrung. 
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nach dem gravimetrischen Verfahren untersucht. Wir geben die Versuchs- 
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rden alle Harne (mit Ausnahme der Falle von Kindertetanie) auch 


vol protokolle wieder. 


larn - 


t Patie nt PII. 


Patient III. 


, Patient IV. 


ent ya 


Idiopathische Tetanie. 
a) Harnmenge 250 ccm (Patientin befand sich im Krampf- 
stadium). 
EiweiB: (Fallung mit Sulfosalicylséure) negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ. 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 
Gravimetrie: Es wurden keine unléslichen Pikrolonate 
erhalten. 


b) Harnmenge 840 ccm (Tagesausscheidung). 
Eiweifb: negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ. 
2. Nitroprussidreaktion : negativ. 
Gravimetrie: keine unléslichen Pikrolonate. 
c) Harnmenge 900 ccm (Tagesausscheidung). 
EiweiB: negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ'). 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 
Gravimetrie: keine unléslichen Pikrolonate. , 
d) Harnmenge 1010 ccm (Tagesausscheidung, Patientin befand 


sich im Krampfstadium). 
EiweiB8: negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: regativ'). 
2. Nitroprussidreaktion :' negativ. 
Gravimetrie: Keine unldéslichen Pikrolonate. 
Postoperative Tetanie. 
Harnmenge 990 ccm (Tagesausscheidung). 
EiweiS: negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ. 
2. Nitroprussidreaktion : negativ. 
Gravimetrie: keine unléslichen Pikrolonate. 
Kindertetanie. 
Harnmenge 80 ccm. 
Eiwei®8: negativ. 
Kolorimetrie: 1 Sakaguchireaktion: negativ. 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 
Kindertetanie. 
Harnmenge 150 cem. 
EiweiB: negativ. 
Kolorimetrie: 1. Sakaguchireaktion: negativ. 
2. Nitroprussidreaktion: negativ. 


1) Zu 100cem Harn wurden 3 mg Methylguanidin zugesetzt und die 


Sakaguchireaktion angestellt. 


Wahrend im Tetanieharn ohne Zusatz die 


Reaktion negativ war, fiel sie nach Zusatz von Methylguanidin positiv aus. 


Biochemische Zeitschrift Band 187. 20 
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Die Untersuchung der Tetanieharne auf Guanidine ergab also «; 
vollstandig negatives Resultat. In keinem Falle konnten Guanidine » 
gewiesen oder isoliert werden. Die vollsténdige Abwesenheit von Guay 
dinen konnte selbstverstandlich nicht gezeigt werden, da ja die Emy 
findlichkeit der Reaktionen eine Grenze darstellt, unter welcher di: 
Guanidine tiberhaupt nicht mehr nachgewiesen werden kénnen. Doc} 
geht aus unseren Untersuchungen hervor, daB in den von uns analy 
sierten Tetanieharnen nicht einmal '/,, bis '/,, jener Menge vorhanden 
war, welche die Vertreter der Guanidinhypothese als vorhanden 
nehmen. 

Anhang: Darstellung von Methylguanidin. 

Da wir fiir unsere Versuche gréBere Mengen des teuren und schwe 
erhaltlichen Methyiguanidins benétigten, suchten wir eine einfac| 
Darstellung desselben zu ermitteln. Am gangbarsten schien die Syn 
these von Erlenmeyer!) und Tatarinow?) aus Methylamin und Cyanamid 
zu sein. Fromm?*) hat dieselbe modifiziert, indem er Mononatrium 
eyanamid mit Methylaminchlorhydrat in wisseriger Lésung im Riick 
fluBkolben kocht. Doch sind die Ausbeuten nach diesem Verfahren 
sehr niedrig (in einem Versuch erhielten wir nur 8°, der Theorie), da 
das meiste Methylamin aus der alkalischen Lésung entweicht und sich 
so der Reaktion entzieht. 

Um das Entweichen des Methylamins zu verhindern, arbeitete: 
wir im Autoklaven. Wir variierten ferner die Temperatur, die Reaktions 
dauer und das Mischungsverhaltnis von Methylamin und Cyanamid 
natrium und ermittelten in jedem Versuch die Ausbeute. Zur Isolierung 
des Methylguanidins fallten wir dasselbe als Pikrat. Dieses ist im 
kalten Wasser sehr schwer léslich im Gegensatz zum leicht léslichen 
Methylaminpikrat, wodurch man eine vollstandige Trennung vom 
Methylamin erreicht. Unsere Versuche ergaben folgende Resultat: 





( em wee H Verhaltnis |Temperatur — Pikrat Aarons 
F in Molen . s = a 
g 8 o¢ Stunden g Theorie 

6 3 2 :1 120 6 1,92 12 
5 2.5 2 :1 150 6 1,12 8 
5 2.5 = Sa 80 6 3.69 29.6 
5 25 2 :1 1990—200 6 0 0 
2.5 2.5 1 :1 80 6 Spuren 

3,7 3,7 1 :] 100 6 sehr wenig -- 
5.5 3.7 1.5:1 80—100 6 = - — 
7.4 3,7 2 :1 60— 70 6 4.6 28 
7.4 3.7 2 :1 60— 70 13 4.85 29.5 


') Erlenmeyer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 3, 896. 
2) Tatarinow, Jahresber. tiber d. Fortschr. d. Chem. 1879, S. 333 
3) E. Fromm, Ann. d. Chem. 442, 130. 
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Die besten Ausbeuten erhalt man also, wenn man die Reaktion 
bei niedriger Temperatur und bei Gegenwart eines Uberschusses von 
Methylamin durchfihrt'). 

Nach diesen Versuchen ergab sich also als beste Darstellungsart 
die folgende: 1 Mol Mononatriumeynamid und 2 Mol Methylamin- 
chlorhydrat werden in wenig Wasser gelést, im Autoklaven oder in der 
Druckflasche 6 Stunden lang auf 60 bis 80° erhitzt. Das Reaktions- 
gemisch wird von ausgeschiedenen Flocken filtriert, mit Salzséiure 
vorsichtig neutralisiert und am Wasserbad vollstandig eingedampft. 
Der Riickstand wird mit absolutem, siedendem Alkohol extrahiert, die 
alkoholische Lésung, wenn nétig, filtriert und im Vakuum eingedampft. 
Der Riickstand wird in Wasser gelést und mit konzentrierter, wasseriger 
Pikrinsaurelésung (1,2°,) gefallt. Das Pikrat laBt sich leicht in das 
Hydrochlorid (bzw. Nitrat usw.) tiberfiihren. Es wird mit der ent- 
sprechenden Menge 10°,iger Salzsiure zerlegt und die in Freiheit 
gesetzte Pikrinsiure im Lindschen Apparat durch Extraktion mit 
Ather vollstandig entfernt. Die salzsaure Lésung wird dann im Vakuum 
am Wasserbad eingeengt, wobei das Chlorhydrat kristallinisch zuriick- 
bleibt. 

Das Methylguanidinpikrat ist charakterisiert durch seinen Schmelz- 
punkt von 200° sowie durch die beiden Modifikationen, die entsprechend 
den zwei Modifikationen des Guanidinpikrats?) als syn- und anti-Form 
betrachtet werden. 

Das aus dem Pikrat gewonnene Chlorhydrat ist sehr hygroskopisch, 
laBt sich aber durch Trocknen iiber Schwefelsiure im Vakuum bei 
10° bis zur Gewichtskonstanz wasserfrei erhalten. 

Die Stickstoffbestimmung desselben ergab: gef. 38,1°,, ber. 


Zusammenfassung. 

1. Zur Priifung der Hypothese, der zufolge die Tetanie angeblich 
durch eine Vergiftung mit Methylguanidin und anderen Guanidin- 
derivaten bedingt sein soll, wurde eine zuverlissige Methode gesucht, 
um Guanidine im Harn mit Sicherheit nachweisen und quantitativ 
bestimmen zu kénnen. 

2. Alle jene alteren Methoden, bei denen barytalkalische Silber- 
lisung oder Quecksilbersalze als Fallungsmittel dienten, erscheinen von 
vornherein als ungeeignet, da dabei Methylguanidin infolge Oxydation 
von Kreatin kiinstlich entsteht. 


') Zu denselben Ergebnissen kam R. Klingner, welcher in seiner Arbeit 
Ein Beitrag zur Chemie der Guanidine, Dissertation, Leipzig 1926) auch 


die theoretische Erklarung fiir dieses Verhalten angibt. 


2) Cordier, Chem. Centralbl. 1906, 1, 340. 


20* 
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3. Das Verfahren von Findlay und Sharpe, welches auf einer Fill) 
der Guanidine mit Pikrinsdéure beruht, wurde in Ubereinstimmy 
mit Greenwald abgelehnt, da es unmédglich ist, auf diese Weise ein, 
scharfe Trennung der Guanidinpikrate von dem in seinem Lésuny 
verhaltnis ihnen sehr nahestehenden Kreatininpikrat durchzufiihre) 
Auch eine Beseitigung des Kreatinins durch Fallung mit Chlorzin/ 
erwies sich als unzweckmaBig, da diese im Harn niemals vollstandig is: 

4. Dagegen erwies sich die Fallung der Guanidine als Pikrolonas, 
aus wasseriger Lésung als besser geeignet, da das Kreatinin kein schwe: 
lésliches Pikrolonat gibt. Die Pikrolonate konnten durch Bestimmung 
des Schmelzpunkts und des Pikrolonsauregehalts identifiziert, sowie 
nach ihrer Zerlegung mit Hilfe der Weylschen Reaktion auf die Ab. 
wesenheit von Kreatinin gepriift werden. 

5. Die Anwesenheit des Methylguanidins in den Lésungen, dic 
durch Zerlegung der Pikrolonate mit Schwefelsiure und Extraktion 
der Pikrolonsiure mit Ather erhalten worden waren, konnte mit Hilfe 
einer Modifikation der Farbenreaktion von Sakaguchi nachgewiesen 
werden. 

6. Eine weitere Identifizierung des Guanidins und Methylguanidins 
wurde in der Weise vorgenommen, daB (neben der Stickstoffbestimmuny 
nach Kjeldahl) das durch Destillation der Guanidinlésung mit Natron- 
lauge abgespaltene Ammoniak (bzw. Ammoniak und Methylamin) 
titrimetrisch bestimmt wurde. Im Destillat wurde das Methylamin 
durch die Reaktion von Tsalapatani nachgewiesen. 

7. Zusatzversuche von Guanidinen jzu normalem Harn ergaben 
Ausbeuten an Pikrolonat von 50 bis 90 °/5. 

8. Die Reaktion von Sakaguchi, welche darauf beruht, daB Methy! 
guanidin in alkalischer Lésung mit a-Naphtol und Hypochlorit eine 
Rotfirbung gibt, konnte zu einem kolorimetrischen Schatzungs. 
verfahren ausgearbeitet werden, welches gestattet, Mengen ibe: 
50 mg/Liter zu schitzen, jedoch noch kleinere Mengen qualitatiy 
nachzuweisen. 

9. Die Priifung sowohl normaler Harne als auch von Tetanieharnen 
(idiopathische, postoperative und Kindertetanie) mit Hilfe der Nitro- 
prussidreaktion, der Sakaguchireaktion und des _ gravimetrischen 
Pikrolonsdureverfahrens ergab stets véllig negative Resultate. Fiir dic 
Guanidinhypothese der Tetanie ergab sich also nicht der mindeste 
Anhaltspunkt. 

10. Zur Darstellung des fiir die Versuche erforderlichen Methy!- 
guanidins diente eine Modifikation der Frommschen Synthese aus 
Methylamin und Cyanamidnatrium, wobei Ausbeuten von fast 30° 
erzielt wurden. 
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Uber die Wirkung 
der Belichtung auf Tyrosin und Tryptophan im Eiweibverband. 


Ve mm 
Fritz Lieben. 


Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Physiologischen 
Universitatsinstitut in Wien.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1927.) 


Die wichtige Beobachtung von Harris'), daB Proteine im Lichte 
der Quecksilberdampflampe Sauerstoff absorbieren und daB von den 
Aminosauren, die dieselben enthalten, speziell Tyrosin und Tryptophan 
unter denselben Bedingungen das gleiche tun, hat mich veranlaBt?), 
die der Sauerstoffabsorption offenbar parallel gehende Zerstérung 
dieser Aminoséuren im Lichte der Quarzlampe und im diffusen Tages- 
licht (unter Zusatz von Sensibilisatoren) mit Hilfe von quantitativen 
MeBmethoden zu verfolgen; auch die Zerstérung von Histidin und 
Adrenalin wurde beobachtet. Harris fand ferner, daB von den unter- 
suchten EiweiBkérpern nur Gelatine eine Sauerstoffaufnahme im Lichte 
vermissen laBt und bringt dies mit der individuellen Konstitution 
dieses Proteinoids in Zusammenhang bzw. wie man wohl folgern darf, 
mit dem Fehlen von Tyrosin und Tryptophan. Hangt nun die Sauerstoff- 
aufnahme von Proteinen wirklich von deren Tyrosin- und Tryptophan- 
gehalt ‘ab, so miissen diese Stoffe auch im Eiweifverband durch Licht 
xvydativ zerstért werden. Die folgenden Versuche zeigen, daB dies 
tatsachlich der Fall ist 

Als erster hat Neuberg*) Eiweibkérper (Peptone, Gelatine) dem 
Sonnenlicht unter Zusatz von mineralischen sowie organischen Kataly- 
satoren (Anthracenderivaten) ausgesetzt und eine Einwirkung unter 
partieller Hydrolyse und Abspaltung von NH, aus den Aminosaure- 
hausteinen, die zum Teil in Aldehyde tibergehen, konstatiert 


1) D. Th. Harris, Biochem. Journ. 20, 288, 1926. 

2) Diese Zeitschr., 184, 453, 1927. 

3) ©. Neuberq und Mitarbeiter, ebendaselbst 18, 305, 1908; 29, 279, 1910; 
61, 315, 1914; fiir weitere Literatur siehe die erste Abhandlung. 
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I. Tryptophan im EiweiBverband. 


Die ersten Versuche wurden mit Wittepepton (Peptonum siceu 
mit einem Tryptophangehalt von etwa 3,7°, angestellt; die } 
stimmungen erfolgten nach den Angaben von Fiirth und Disch 
Es wurde sowohl die urspriingliche, annahernd neutrale 0,5 °, jy: 
Lésung in Wasser als auch die schwach angesauerte und die schwach 
alkalisch gemachte Lésung mit und ohne Zusatz von Rose Benga\ 
(R. B., 01°, in Wasser) dem diffusen Tageslicht, sowie dem Licht: 
der Quarzlampe*) ausgesetzt; die im folgenden zusammengestellten 
tesultate zeigen, daB im diffusen Lichte bei R. B.-Zusatz in allen 
Fallen ein Zerstérungseffekt beim Tryptophan auftritt, wahrend di: 
belichteten Proben ohne R. B. sowie die Proben im Dunkeln keinen 
oder nur einen sehr geringen Effekt aufweisen; der Zerstérungseffekt 
ist bei den alkalischen Proben am starksten. Dasselbe ist bei den mit 
der Quarzlampe belichteten Proben der Fall; hier tritt auch eine (in 
allen Fallen ziemlich gleichmaBige) Verminderung des Tryptophan 
gehalts bei den Proben ohne R. B. auf (in der sauren Lésung war das 
R. B. ausgefallen). 





én Une Alkalisch | Neutral cai 


a) diffuses Licht 5em® 0,5°,ige Peptonlésung, 
Tryptophangehalt — 100. 


err... 0 4° 44 

ee ae oe ee o4 92 96 
)) Dunkelprobe, wie a). 

SS ae oe 8S *) 102 *) 91 *) 

er os 93 O4 9} 


¢) Quarzlampe, Distanz 10.5em, Dauer 2 Stunden, 
Wasserkiihlung. 

pee 6 oe are 29 35 56 

52 - 87 64 


eI 


*) Im Mittel 


Im folgenden wurde als EiweiBkérper Casein (Hammarsten) in 
1°,iger Lésung mit etwas Chloroformzusatz benutzt (1 g Casein in 
9ceem n/10 NaOH gelést und mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt). 

Man sieht aus der Tabelle I die starke Tryptophanzerstérung im 
diffusen Lichte bei R.B.-Zusatz, wahrend die Proben ohne R. b 
sowie die Dunkelproben nicht wesentlich vom urspriinglichen Gehalt 


1) O. Fiirth und Z. Dische, diese Zeitschr. 146, 275, 1924. 

2) Die bei dieser Arbeit verwendete Quecksilberdampf-Tischlamy 
von Heraeus (Gleichstrom 110 Volt) konnte ich dank der Freundlichkeit 
des Herrn Dozenten Dr. Barrenscheen vom medizinisch-chemischen Institut 
der Wiener Universitat entleihen. 


Vie 


1T Ledes 
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an Tryptophan abweichen; Zusatz von etwas Alkali hat keine 
gepragte Wirkung, Formaldehyd verstarkt die Abnahme der Voisen 
farbe im Lichte noch mehr, bewirkt aber auch im Dunkeln einen Rij 
gang derselben (Nr. 3 und 4). Die Versuche mit der Quarzlampe Weise) 
die analogen Erscheinungen auf, nur zeigen auch die bestrahlten Pro} 
ohne R. B. eine Abnahme (Nr. 5). Aus Nr. 6 ersehen wir, daB «i 
Tryptophanzerstérung in einer 0,1°,igen reinen Tryptophanlisuny 
(in 1°, igem NaF) geringer ist als in einer | °,igen Caseinlésung, daf 
aber eine reine Tryptophanlésung (c), die den gleichen Gehalt an diese; 
Aminosiure aufweist, wie eine 1 °,ige Caseinlésung, im Lichte stirke 
angegriffen wird als diese: bei gleicher Konzentration und ceteris 
paribus ist also doch das frete Tryptophan empfindlicher als das 
bundene. Ein vom Lichte unabhingiger EinfluB der Erwdarmung ist 
nach Brutofenversuchen bei Wittepepton- und Caseinlésungen ai 
zuschlieBen. 
Il. Tyrosin im EiweiBverband. 


Die Methoden fiir die Bestimmung von Tyrosin im EiweiBverband 
haben durch eine neue Arbeit von Zuwerkalow!) eine wertvolle Bi 
reicherung erfahren. Der Verfasser geht von der Bestimmungsmet hor 
von Firth und Fischer*) aus, ersetzt aber das Millonsche Reagens nac} 
dem Vorgang von Weiss*) durch das Reagens von Hopkins (10° iges 
HgSO, in 5°, iger H,SO,), dem 1 Tropfen 0,5 °,iges Na NO, zugefiigt 
wird, und verhindert die Niederschlagsbildung mit dem Protein dure! 
Zusatz von Eisessig. Bei Verwendung der Méthode mit wechselnde 
Mengen von z. B. Casein, ist, nun sehr darauf zu achten, daB die Probe: 
nicht zu wenig NaNO, enthalten, da sonst die Farben unbedingt 
schwach ausfallen; ein geringes Plus an NaNO, dagegen bedingt wo! 
eine Anderung im Farbton, doch keinen wesentlichen Fehler bei de: 
Kolorimetrie; von der letzteren Tatsache wurde bei der Tyrosi: 
bestimmung in den belichteten Proben .Gebrauch gemacht. 

Man hat also fiir die Kolorimetrie die optimalen Jedingungen, ws 
man beim Vergleich von z. B. 1 bis 4.cem Caseinlésung (1°, ige) zu jed 
Probe pro leem Caseinlésung je 1 Tropfen 0,5°,,iges NaNO, zusetzt 
man erhalt aber, trotz einer geringen gelblichen Verfarbung, gleichfa 
richtige Werte, wenn man zu jeder Probe z. B. 4 Tropfen 0,5°, iges NaNO 
zufiigt; gibt man hingegen weniger Tropfen Nitrit hinzu als die Zahl ( 
Kubikzentimeter Caseinlésung (1°, ige) in der Probe betrigt, erhalt 1 
viel zu niedrige Werte. 

Es wurde bei den Lichtversuchen folgendermaBen verfahre: 


» 


Zu je 3cem 1°, iger Caseinlésung (Standardlésung) werden 3 cc! 


1) D. Zuwerkalow, H. 1638, 185, 1926. 
2) O. Fiirth und A. Fischer, diese Zeitschr. 154, 1, 1924. 
3) M. Weiss, ebendaselbst 97, 170, 1919. 
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Eisessig und 2cem Hopkinssches Reagens zugefiigt, ferner 3 Tropfen 
05° .iges Na NO, und mit Wasser auf 10 ccm aufgefiillt; von den be- 
lichteten Proben werden 3 ccm analog behandelt. Dann werden simt- 
liche zu vergleichenden Proben im Wasserbad bis zum Sieden desselben 
erhitzt und bald darauf kolorimetriert; bei langerem Stehen tritt 
Trubung und Niederschlagsbildung auf. 

Da eine 1°,ige Caseinlésung etwa 60°, an Tyrosin (gegeniiber 
17°, an Tryptophan), im Vergleich zu einer reinen 0,1 °,igen Ty- 
rosinlésung, die in friiheren Versuchen belichtet wurde, enthalt, war 
zu erwarten, daB ihr Tyrosingehalt im Lichte weniger rasch ver- 
schwinden wiirde als der der Lésung von freiem Tyrosin. Das ist 
wich der Fall und es konnte mit der Quarzlampe bei R. B.-Zusatz, 
2 Stunden Belichtungsdauer und 10,5 ecm Distanz ein deutlicher Effekt 
nicht erzielt werden. Auch eine Exposition von 6 Stunden im diffusen 
Lichte gab nur in einer schwach alkalischen Probe eine kleine Herab- 
setzung des Tyrosinwertes. Doch zeigen die folgenden Versuche 
zweifelsfrei eine Zerstérung des gebundenen T yrosins im diffusen Lichte ; 
schwach alkalische Reaktion verstarkt dieselbe. 

Zum Schlusse seien einige Bemerkungen iiber das Verhalten des 
lV asserstoffsuperoxyds gegeniiber den Reaktionen nach Voisenet, Millon 
(Firth) und Hopkins (Fiirth-Zuwerkalow), die zum Nachweis des Trypto- 
phans baw. Tyrosins dienen, angefiigt. In der vorangegangenen Mit- 
teilung wird auf 8.459 und 462 gesagt, daB H,O, (in etwa zehnfach 
iquivalentem UberschuB) Tryptophan schnell und Tyrosin lang- 
samer schon im Dunkeln zerstére. Dies ist nun dahin zu ergiarwen 
bzw. richtigzustellen, daB eine solche Zerstérung sowohl im Dunkeln 
als auch im Lichte (die Lichtoxydation unterstiitzend) zwar tat- 
sichlich stattfindet, diese Zerstérung aber stefs recht langsam vor 
sich geht (im Dunkeln ist der Vorgang bei einer Einwirkungsdauer 
von | bis 3 Tagen fiir die gebundenen Aminosiuren kaum wahr- 
zunehmen), wihrend der bei den erwahnten Reaktionen, speziell 
denen auf freies Tryptophan und gebundenes Tyrosin, haufig auf- 
tretende negative Ausfall dadurch vorgetéiuscht wird, daB H,O, auch 
noch in sehr kleinen Mengen, offenbar durch Uberoxydation, die 
Reaktionen nach Voisenet und Hopkins hemmt baw. ausléscht. Viel 
weniger empfindlich ist die MWillon-Reaktion nach Fiirth-Fischer aut 
freies Tyrosin 

Z. B. wurden 20 cem 0,1°,iges Tyrosin mit 4 Tropfen 30°, iger H,O, 
versetzt. 5cem davon gaben sofort nach Zusatz eine negative Millon- 


reaktion; doch schon nach Stehen liber Nacht erweist sich, bei noch deutlich 
positiver Reaktion auf H,O, (mit TiCl,), die Millonreaktion mit 92°, des 
Standards als positiv; wird dann etwas Platinmoor zugefiigt und nochmals 
liber Nacht stehengelassen, enthalt die filtrierte Probe jetzt 90 des 
Standards bei negativer Reaktion auf H,O,. 
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Bei den Versuchen der friiheren Arbeit mit freiem Tyrosin kann 
so das nach langerem Stehen etwa noch vorhandene H,O, den Ausfall 
der Millon-Reaktion nicht merklich beeinfluBt haben. 

Anders steht es bei dem freien und gebundenen Tryptophan: hier 
genigen minimale, kaum mehr nachweisbare Spuren von H,O,, um 
lie Votsenet-Reaktion auszuléschen. Nach Zusatz der konzentrierten 


i 


HC! wird der Ansatz zunachst rotviolett, verblaBt aber dann mehr 


oder weniger rasch schon vor Nitritzusatz und die Probe bleibt nach 
dem Nitritzusatz vollig ungefarbt; wird dann das H,O, durch Platin- 
moor zerstért!), so wird in einer nicht belichteten Probe nunmehr 
eine stabile Voisenetfarbe auftreten, die bei gebundenem Tryptophan 
der Farbe der Standardlésung meist ziemlich gleich ist, bei freiem 
Tryptophan hinter der des Standards eventuell zuriickbleibt, da ja 
H,O,, wie gesagt, auch Tryptophan selbst allmahlich angreift*). Diese 
oxydative Zerstérung ist also eine sehr langsame und die negativen 
Befunde bei Licht- und Dunkelproben in der friiheren Arbeit sind 
lediglich auf die Ausléschung (Uberoxydation) der Voisenet-Reaktion 
zu beziehen. 

Ahnlich steht es bei der Priifung auf gebundenes Tyrosin nach 
dem oben beschriebenen Verfahren. Schon eine minimale Menge von 
H,O, 1aBt die im Wasserbad erhitzte Probe vollkommen farblos bleiben ; 
erst nach vélliger Beseitigung des H,O, durch Platinmoor und _ bei 
negativer TiCl,-Reaktion tritt in derselben Probe die Farbe wieder auf, 
wobei eine, inzwischen stattgehabte, allmahliche Zerstérung von Tyrosin 
selbst wahrzunehmen ist, die sich bei belichteteny Proben zu der Zer- 
stérung durch das Licht hinzuaddiert. 


Eine Probe im Dunkeln von 7 cem 1°, iges Casein + 1 Tropfen 30°, iger 
H,O, + R. B. zeigt nach Zusatz von Platinmoor und laingerem Stehen 
109°, Tryptophan und 95°, Tyrosin (Standard 100). Eine etwa 
20 Stunden belichtete Probe von 7 cem 1°, iges Casein + 1 Tropfen 30°, iger 


H,O, + R. B. zeigt nach Beseitigung des H,O, (TiCl,-Reaktion: 6) eine 
Abnahme des Tyrosingehalts auf 66°, gegeniiber einer Abnahme auf 84°, 
des Standards in einer analog behandelten Probe ohne H,Q,. 


Zusammenfassung. 


1. Tyrosin und Tryptophan im EiweiBverband werden durch 
Belichtung im diffusen Tageslicht sowie mit der Quarzlampe oxydativ 
zerstért; im ersten Falle ist die Anwesenheit eines Sensibilisators not- 


') Eine solehe Zerstérung des H,O, findet in Caseinlésungen sehr oft 


auch ohne Platinmoorzusatz statt. 

2) Auch nach Zerstérung des H,O, (bzw. negativer TiCl,-Reaktion) 
tritt meist schon vor Nitritzusatz die Rotviolettfarbung auf, doch bleibt 
sie dann erhalten, da eine Uberoxydation nicht mehr stattfinden kann 
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wendig. Die Zerstérung bei beiden gebundenen Aminosiiuren 
langsamer vor sich als bei denselben Stoffen, wenn sie frei sind. A 
leszenz der Lésung erhéht die Wirkung, ebenso Formaldehydz 
beim Tryptophan. 

2. Zur Bestimmung des gebundenen Tyrosins ist die Modifik 


der Fiirthschen Methode nach Zuwerkalow gut zu verwenden 
Zusatz von 0.5% iger NaNO, darf nie kleiner sein als 1 Tropfen | 
Kubikzentimeter 1°,iger Caseinlésung, ein geringer UbersehuB stir 

die Bestimmung nicht. 

3. Wasserstoffsuperoxyd vermag schon in geringster Meng: 
Farbreaktionen nach Voisenet und Hopkins (auf Tryptophan 
gebundenes Tyrosin) auszuléschen; wird es jedoch durch Platinny 
beseitigt, so treten in denselben Proben die genannten Reaktio 
wieder auf und zeigen nun, daB eine recht langsame Einwirkung 
H,O, auf die Aminosduren selbst sowohl im Lichte als im Dunk 
stattgefunden hat; die letztere ist bei einer Einwirkungsdauer vo. 

1 bis 3 Tagen noch kaum wahrzunehmen. Die Millon-Reaktion 
freies Tyrosin) ist weniger empfindlich und fallt auch bei noch deutlich seh 
nachweisbarem H,O,-Gehalt positiv aus. wet 
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se Uber die Sensibilisierung der Cholesterinhydrosole. 


Von 
Rudolf Stern. 
(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 1, Juni 1927.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 





AW An anderer Stelle (1) habe ich eine Methode beschrieben, um 
_ sehr konzentrierte Hydrosole des Cholesterins (bis 1°,) ohne Ver- 
wendung von Schutzkolloiden zu erhalten. Ich konnte ferner zeigen, 
laB soleche Sole durch Vermischen mit Acetat- oder Phosphatpuffern 
eine ziemlich scharfe Koagulationsschwelle bei pa = 5,0 erkennen 


lassen, 


Durch Hinzugabe von gallensauren Salzen wird diese Saure- 


koagulation gehemmt, durch EiweiB auch noch in sehr kleinen Kon- 
zentrationen auBerordentlich begiinstigt, derart, daB die Kbagulations- 
schwelle bis dicht an den Neutralpunkt geriickt wird. Ich konnte 
ferner zeigen, daB diese EiweiBkoagulation bzw. -sensibilisierung nicht 
uf elektrischem Ladungsausgleich beruhen kénne, daB es sich vielmehr 
héchstwahrscheinlich um Dehydratationsvorgange handeln miisse. Auf 
die Parallelversuche, in denen ich statt synthetischer Cholesterinsole 
menschliche und tierische Galle verschiedenster Herkunft verwendet 
habe, will ich an dieser Stelle nicht niher eingehen. Zweck der hier 
mitgeteilten Untersuchungen war es vielmehr lediglich, noch etwas 
usfiihrlichere Daten iiber die Wechselwirkung von Cholesterin, EiweiB 


und H-lonen zu ermitteln. 


Methodische Vorbemerkungen,. 


Beziiglich der Herstellung der Cholesterinsole verweise ich nur auf 


meine eingangs schon zitierte Arbeit. 


Hervorheben méchte ich nur 


noch ausdriicklich, daB auch zu diesen Untersuchungen nur reinstes 


Cholesterin 
worden war, Verwendung fand. 
weil Rona und Deutsch (2) in einer Arbeit, auf die ich noch mehrfach 
zuriickkommen werde, wesentliche Unterschiede zwischen 


der Firma Merck, das noch mehrfach umkristallisiert 
Dieser Hinweis scheint mir wichtig, 


diesem 
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Cholesterin und dem von ihnen fast ausschlieBlich verwendeten dy; 
Firma Aah/baum gerade hinsichtlich der Empfindlichkeit gegen H-|, 
konstatierten. 

Die Pufferlésungen, durch die ich das jeweils gewiinschte pu et 
zielte, bestanden aus Milchsiure, Weinsaure und Essigsiéure, vermisc}) 
jeweils mit ihrem Natriumsalz. Zur Herstellung dieser Pufferlésunge; 
wurden nur analysenreine Praparate der Firma Kah/baum verwendet 
durch elektrometrische Untersuchungen wurde kontrolliert, ob das 
tatsachliche py der fertigen Pufferlésung mit dem errechneten jibe 
einstimmt. Auf die gleiche Weise iiberzeugte ich mich auch nach i 
endigung der Reihenversuche durch Stichproben davon, daB das ; 
in den einzelnen Reagenzglisern nach Vermischung mit Cholesterins: 
und Eiweiblésung unverindert geblieben war’). 

Als Eiweiblésungen verwendete ich in diesen Versuchen aus 
schlieBlich elektrodialysiertes Rinderserum, nachdem ich mich in 
meiner friiheren Arbeit davon tiberzeugt habe, daB die Sensibilisiernny 
durch natives Serum oder kristallinisches Eieralbumin prinzipiell nicht 
anders verliuft. Cher die Vorteile der Serumfraktionierung dure! 
Elektrodialyse habe ich an anderer Stelle (4) mich ausfiihrlicher ver 
breitet. Gegeniiber dem Serum haben die so erhaltenen EiweiBlésungen 
den Vorzug, véllig elektrolytfrei zu sein und nur die verhaltnismabiy 
einheitlichen EiweiBkérper zu enthalten, die nach Ausfallung de: 
gesamten Euglobuline iibrigbleiben. Vor Ovalbumin scheint es mi: 
aber den Vorzug zu verdienen, wenn es sich, wie hier, um Versuche 
handelt, die eine Parallele zu biologischen Vorgingen anstreben. Das 
tinderserum wurde unverdiinnt zur Elektrodialyse gegeben und _ bis 
zu volliger Elektrolytfreiheit dialysiert. Die Reaktion war dann 
pu 54°). Die Konzentration an EiweiB betrug 2°). 


Um itiber die Wechselwirkung von Cholesterin, Eiwei8 und H-lonen 
ein genaues Bild zu bekommen, ist es erforderlich, in Reihenversuchen 
die Konzentration aller dieser Faktoren mindestens so breit zu variieren 
wie es biologisch vorstellbaren Mengenverhiiltnissen entspricht. Bevor 


') Die zur elektrometrischen Bestimmung von py erforderliche Apparat ut 
(es handelt sich um die von Mislowitzer (3) angegebene, die sich auch b 
diesen Untersuchungen sehr gut bewahrt hat) wurde mir von der Not 
gemeinschaft der deutschen Wissenschaft zur Verfiigung gestellt, wot 
ich auch an dieser Stelle meinem Danke Ausdruck geben méchte. 

*) Herrn Dr. Ettisch vom Kaiser-Wilhelm-Institut fiir physikalisc! 
Chemie médchte ich auch an dieser Stelle fiir die freundliche Ausfiihrunz 
dieser Elektrodialyse danken, da mir zu diesen Untersuchungen eine ent 
sprechende Apparatur nicht zur Verfiigung stand. 
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ch die diesbeziiglichen Protokolle mitteile, muB ich noch auf die schon 
erwahnte Arbeit von Rona und Deutsch eingehen, die als Flockungs- 
yrenze fiir ihre Cholesterinsole ein py zwischen 2,4 und 3,2 fanden. Sie 
issen es dahingestellt, ob diese Differenz gegeniiber meinen Ergebnissen 
durch meine andere Herstellungsart der Suspension oder durch héheren 
Elektrolytgehalt der verwandten Pufferlésung veranlaBbt ist. Sie 
beziehen sich hierbei lediglich auf eine vorlaufige Mitteilung meiner 
Untersuchungen (5), in der experimentelle Einzelheiten naturgemab 
nicht aufgefiihrt werden konnten. In meiner ausfiihrlichen Mitteilung, 
die kurz vor der Arbeit von Rona und Deutsch erschienen ist, wohl 
iber noch nicht von diesen Autoren beriicksichtigt werden konnte, 
habe ich selbstverstandlich die Molaritat meiner Pufferlésungen (n 80 
bis n 100) angegeben. Da sie fast genau mit der von Rona und Deutsch 
erwihnten iibereinstimmt (ich hatte auch seinerzeit ausdriicklich 
darauf hingewiesen, daB ich Wert darauf legte, so starke Verdiinnungen 
der Puffersubstanz anzuwenden, daB eine koagulierende Wirkung des 
betreffenden Anions mit Sicherheit ausgeschlossen werden konnte), so 
kann hierin nicht der Grund fiir die Differenz zwischen den von Rona 
ind mir ermittelten Koagulationsschwellen liegen. Immerhin, wenn 
uch die molare Konzentration der Pufferlésungen die gleiche 
war, so hielt ich es doch fiir erforderlich, meine Versuche mit den von 
Rona verwendeten Lactat- und Tartratpuffern zu wiederholen, da 
meine Versuche ausschlieBlich mit Acetat- und Phosphatpuffern an- 
gestellt worden waren. Das Protokoll I zeigt nun in der Tat, daB bei 
Verwendung von Lactatpuffern die Koagulationsschwelle erheblich 
weiter im Sauren liegt, als ich fiir Acetat- und Phosphatpuffer gefunden 
hatte. Aber sie liegt doch noch erheblich weiter im Alkalischen, als 
Rona gefunden hat, und bei der Koagulation mit Tartratpuffern ergibt 
sich tiberhaupt keine Differenz gegeniiber den von mir friiher ver- 
iffentlichten Werten. 

Diese Versuchsreihe wurde mehrfach mit stets den  gleichen 
Resultaten wiederholt. An dem Resultat anderte sich auch nichts, 
wenn man das Cholesterinsol vor Ansetzen der Reihe in 50 cm Abstand 
20 Minuten mit der Héhensonne bestrahlte. 

Worauf die geringere Empfindlichkeit des Cholesterinsols bei 
Verwendung von Lactatgemischen beruht, laBt sich nicht ohne weiteres 
entscheiden. Auch Rona und Deutsch fanden bei ihren Versuchen 
Schwankungen der Pufferkoagulation zwischen py 3,4 und 3,2. Jeden- 
falls beweist der Ausfall meiner Versuche mit Tartratgemischen, dab 
durch die verwandte Pufferlésung die Differenz unserer Versuchs- 
ergebnisse nicht veranlaBt sein kann. Wenn Rona und Deutsch als 
die andere Erklarungsméglichkeit die Herstellungsart der Suspension 
in Betracht ziehen, so laBt sich der Gedanke durchaus nicht von der 














318 R. Stern: 
Versuchsprotokoll I. 
Je 2cem eines 1°, igen Cholesterinsols werden versetzt ‘ 
a) + 0,5cem elektrodialysierten Serums + 2 ccm Lactat-P 
b) + 0,5 ,, Aqua dest. 2cem Lactatpuffer, s( 
ec) 0,5 ,,  elektrodialysierten Serums + 2 cem Tartrat puffer 
d) + 0,5 ,, Aqua dest. -+ 2ccm Tartratpuffer. di 
und e) 2cem Aqua dest. + 0,5 ccm elektrodialysierten Serums 2 oe 7 
Tartratpuffer als Kontrolle fiir die Empfindlic! , 
des Serums. : 
Cl 
Pu 28 3,1 3.5 3,9 43 4,7 5.2 
Ablesung nach 35 Min.: 
a) T 
b) 
«) (lt 
ad) - cle 
et? _— 
Ablesung nach 4 Std.: 
b) ie ae | be abs a} b. ah of . oun R 
wm 4 £7 “are eer": ee in ; 
I 
d) : oie ion oe --+ -+ ae aie a 
e) —_ _— _— - (i 
, al 
Ablesung nach 24 Std.: - 
a) er ee Na? ae re ie ED basil ale li 
b) ‘ 
¢) + _ + Vi 
d) r \. n V 
e) - —_— 
s} 
Zeichenerklarung: + = feine Kérnelung. ++ = deutliche Koagulation. ve 
+++ = Absetzen der koagulierten Teilchen. d 
E 
Hand weisen. Niaherliegend erscheint mir allerdings zuniachst der be 
Gedanke, den Grund in der auBerordentlichen Verschiedenheit der be 
Cholesterinkonzentration zu suchen. Diese betrug bei Rona und Deutsc! 
0,008 bis 0.01 g-°., in meinen Versuchen dagegen ungefaihr 0.4 bis 
0.5 g-°.,, beides nach der jeweiligen Verdiinnung. Ich hatte ja gerack 
besonderes Gewicht darauf gelegt, méglichst konzentrierte Cholesterin = 
sole zu untersuchen, da man ja anzunehmen berechtigt ist, daB auch rn 
die Koagulation von Cholesterin in der Galle eine Anreicherung dieses . 
Stoffes zur Vorbedingung hat. Es schien mir nun an sich plausibe! x 
daB meine 50mal so konzentrierten Solen eine gréBere Empfindlichkeit os 
- , . . ni 
gegen H-lonen haben kénnten. Versuche mit abgestufter Cholesterin - 


konzentration, wie sie das Protokoll I] bringt, haben mich allerdings 
£ D 
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velehrt, daB merkwiirdigerweise die Verdiinnung des Cholesterinsols 
keinen wesentlichen EinfluB auf seine H-Empfindlichkeit hat. Aller- 
dings habe ich die Verdiinnung nicht ganz bis herunter zu der Rona- 
«chen Konzentration ausgedehnt, da mir diese fiir meine Fragestellung 
nicht mehr von Bedeutung zu sein schien. Mir scheint aber zur Klarung 
lieser Differenz besonders geeignet eine Bemerkung zu sein, die Rona 
ind Deutsch am SchluB ihrer Arbeit, ohne Hinweis auf die )Differenz 
mserer Resultate, bringen, und die ich schon im methodischen Teile 
erwihnt habe. Diese Autoren haben ausschlieBlich mit Kah/baumschen 
Cholesterin gearbeitet und in einem Probeversuch mit Cholesterin Merck 
eine gréBere Labilitat (Flockung bei py 6,0) gefunden!). Wenn sie 
schreiben: ,,.Das verschiedene Verhalten der beiden Cholesterinpraparate 
kann den Wert des Mitgeteilten nicht beeintrachtigen. Denn die Ver- 
uche wurden alle an dem gleichen Praparat angestellt und auf Grund 
der an diesem gefundenen Higenschaften kombiniert’*, so kann ich 
dem nur beipflichten, sowohl in\bezug auf ihre, wie auf meine Resultate 


Il. 

Ahnlich liegen die Dinge bei der Frage der EiweiBsensibilisierung. 
Rona und Deutsch haben hier keine einheitlichen Resultate erhalten 
In einem Versuche anderte die Anwesenheit des EiweiBbes nichts an 
dem gewohnten Verhalten des Choles‘erins: in einem anderen wurde 
vollstandig 


Cholesterinsuspension innerhalb * weniger Minuten 
Woran dies 


aie 
geflockt, und zwar bei vélliger Abwesenheit von Salzen. 
habe in meinen zahlreichen 


liegt, ist auch mir unverstandlich. Ich 
bei 


Versuchen niemals die Sensibilisierung durch EiweiB vermiBt, 
Verwendung verhaltnismaBig hoher EiweiBkonzentrationen auch die 
spontane Koagulation des Cholesterins bei Abwesenheit von Salzen 
verzeichnet. Wenn Rona und Deutsch zu ihren Versuchen schreiben, 
daB sie mit méglichst definierten EiweiBkérpern, etwa kristallisiertem 
Eieralbumin, wiederholt werden miiBten, so war diese Forderung 
bereits vor Erscheinen ihrer Arbeit von mir erfiillt; denn ich hatte 
bereits in meinen beiden friiheren Publikationen mitgeteilt, daB Ov- 


1) Ich habe in einer Versuchsreihe mit Kahlbaumschem Cholesterin, 
las ich allerdings nach meiner Methode tn kolloidale Lésung gebracht habe, 
im wesentlichen die gleiche Flockungskurve wie mit Merckschem Chol- 
esterin erhalten. Nur wenn ich in der Verdiinnung des Sols bis auf etwa 
002°. herunterging, war eine geringe Verschiebung nach der sauren Seite 
xu beobachten, die sich allerdings vor allem darin zeigte, daB die Flockung 
sehr viel spater (erst nach 24 Stunden) begann als bei den sonst von mir 


verwendeten Konzentrationen. Ich médchte es also fiir wahrsecheinlich 
halten, da8 Verschiedenheit des Praparats, der Herstellungsart des Sols 
und der Cholesterinkonzentration zusammen dazu beitragen, um die 


Differenz unserer Resultate zu erkldren. 
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320 R. Stern: 
Versuchsprotokoll HL. 
Je 2cem variierten Tartratpuffers zugesetzt zu 
l. 2ecm 1 ® iges Cholesterinsol O5cem 2°. ives e.-d. Ser 
Ba § - Dw = 
3. 2 9° l or . 0,5 ” 1, or ” 
a = i 0,5 ,, Aqua dest. 
5. 2ceem 0,5 °.iges Cholesterinsol O5cem 2° iges e.-d. Seru 
oe eae. sa - - a _ - 
as 2 «, oe ie = os ti on 
$2, 9,5 ~ - 0,5 ,, Aqua dest. 
9. 2cem 0,25 iges Cholesterinso! O5cem 2 iges e.-d. Ser 
36 2. Ose is Oe ws [| = - 
a = 05 ae = 
ie 3 w& »» * 0.5 ,, Aqua dest. 
13. 2cem 0,125°,,iges Cholesterinsol O5cem 2°  iges e.-d. Ser 
— 2 = Sa es ; OS « ae ‘a 
aoe awe - ee a a 
— 2 = Gee : 0.5 ., Aqua dest. 
17. 2ccm Aqua dest. O5cem 2°  iges e.-d. Sern 
om 23 x o- a ana & « o” 
Ablesung nach 1 Stunde. 
Pu 2,8 3,8 4.3 47 5.2 6,0 6.6 
1. —*) 1 
2. $ ey 
3. 
4. + : 
D. — - 
\# - +4 + 
S. 
9. rt 4 
10. / # 
11. + ios * 
12. ie 
13. — — —- — _- 
14. — - —_ — 
15. _— — - -- 
16. ot - - — - 
17. - — _ 
18. - _ ae —- 


*) Dieses eigentiimlich 
hatte ich — wenn auch zeitlich und quantitativ etwas 


unregeimaBige Verhalten bei \besonders hohen H-Konzentrationcr 
verschohen 


schon in meiner friherer 


Mitteilung erwahnt, ebenso, daB cine Umladung der negativen Cholesterinteilchen als Ursache 
hierfiir nicht in Betracht kommt. 
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Ablesung nach 4 Stunden. 





2,8 3,5 43 4,7 5.2 6.0 6.6 
hed 4 4 } 
4 - ie . 
4 4 r + r 
, 
XQ n J A, ol 
«hn r 4 r 
) 4 } 








) - + + + 

— ~ - 
| 
Ablesung nach 24 Stunden. 

H 2,8 3,8 4.3 47 5.2 6.0 6.6 

l r 

) + = + + . + 

4 \ <i \ ‘i 

5 + > - -o + - 

t + + : + + 

7 ll 4 

s 4 

Q ale abe «b= a 4 + jl —_ 

10 So abe abe <t 4 + + 4 

11 eet eS 4 oo ae 

12 4 ++ 1. 4+. + 

13 i+ rr , n 

14 4 ate re n 

15 rie oe oe ie 4 ! oes j hn 
. 16 + ms +. abe ate od ie 
' 17 — — 
c 

1S, 





R. Stern: 


albumin genau so wie Serum und elektrodialysiertes Serum zur S 
bilisierung von Cholesterinsolen befahigt ist. 

Aus dem $8. 320 mitgeteilten Protokoll Il geht meines Eracht 
einwandfrei hervor, daB eine solche Sensibilisierung!) nicht nur konst.; 
vorhanden ist, sondern auch quantitative Abhangigkeit von der Ko) 
zentration der drei Faktoren: Cholesterin, EiweiB und H-lonen x 

Das Resultat dieser Protokolle laBt sich iibersichtlich in 
Kurven darstellen, in denen py als Abszisse, die EiweiBkonzentrat\, 
als Ordinate aufgetragen und die jeweiligen Koagulationsschwel| 
als Kurvenpunkte miteinander verbunden werden. Fiir jede Cho 
esterinkonzentration kann man dann eine solche Kurve aufzeichne: 
die fiir die beiden mittleren Cholesterinkonzentrationen sich ergebende: 
sind aber identisch. Ich hatte auch schon oben darauf hingewiesen 
daB bei fallender Cholesterinkonzentration die Verschiedenheit de 
Kurven geringer ist als man vielleicht hatte denken kénnen. Denk: 
man sich die Kurven dreidimensional zusammengefaBt, so erhilt 
man einen Kérper, durch den die Koagulation des Cholesterins inner 
malb des biologisch interessanten Bereichs?) begrenzt wird. Die Kurven 
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Abb. 1 Abb. 2. Abb. 3 
Cholesterinkonzentr. Cholesterinkonzentr. Cholesterinkonzentr 
044° (mach Vers 0,22 und 0,11 °%/». 0,05 
dinnung mit Eiweif 

und Puffer). 


1) DaB eine solche Sensibilisierung eines negativ geladenen Kolloids, 
wie es das Cholesterin zweifellos ist (vgl. Literatur 1), durch ebenfalls 
negativ geladenes Eiwei8 méglich ist, habe ich bereits in einer friihere 
Arbeit (4) ausdriicklich betont. Es scheint wichtig, hierauf nochma!ls 
hinzuweisen, da Andrejew (6) kiirzlich geschrieben hat, da®B eine solely 
Sensibilisierung nicht méglich sei. Seine Versuche sind allerdings mit eine: 
einzigen negativ geladenen Sol (Berlinerblau) angestellt, so daB ihre Resultat 
meines Erachtens nicht verallgemeinert werden diirfen. 

2) Ubrigens habe ich auch bei Anwendung sehr viel héherer Eiwei 
konzentrationen niemals an Stelle der Sensibilisierung eine Schutzwirkune 
beobachten kénnen. Aus den oben erwahnten Griinden bin ich dieser merk 
wiirdigen Tatsache nicht weiter nachgegangen. 
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erlaufen nicht stetig, lassen aber deutlich erkennen, daB die Koagulation 


ibhangig ist von der Konzentration jedes einzelnen der drei Faktoren: 


holesterin, EiweiB und H-lonen. Was die klinische Auswertungs- 


novlichkeit dieser Versuche anlangt, so wird darauf an anderer Stelle 


noch ausfiihrlicher eingegangen werden. 
Literatur. 
1) BR. Stern, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 112. 2) Rona und 
) sch, diese Zeitschr. 171, 91, 1927. 3) Mislowitzer, ebendase Ibst 159, 
2, 1925. 4) R. Stern, ebendaselbst 144, 115. 1924. 5) Derselbe, Klin. 
chensehr. 1925, 8. 1615. — 6) Andrejew, diese Zeitschrift 182, 1. 
izlich der Alteren Literatur sei auf das ausfiihrliche Verzeichnis am 
ul meiner unter | zitierten Arbeit verwiesen. 





Zur Frage der Beeinflussung des Zellstoffwechsels 
durch das Hormon der Schilddriise. (Versuche an Leucocyten,) 


Ve ym 
W. Fleischmann. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Wien, 
Abteilung Prof. Kolmer.) 


(Eingegangen am 1. Juni 1927.) 


Die Beobachtungen Ashers!) iiber die hormonale Beeinflussuny 


des phagocytiren Vermégens der Exsudatleucocyten waren der Anla{i 


auf Anregung von Herrn Prof. W. Kolmer diese Erscheinung niily 

zu analysieren, wobei nicht nur das phagocytire Vermégen?), sonder 
auch die Energie liefernden chemischen Reaktionen — Zellatmung 
und Glykolyse — untersucht werden sollten. Ein Zusammenhany 
zwischen Sauerstoffaufnahme und Phagocytose ist ja schon von Han 
burger*) fiir méglich gehalten worden und erschien auch hier im Hinbli 

auf die allgemeine Annahme eines verminderten Sauerstoffverbrauc! 
des Blutes [T'sukamoto*)] und einzelner iiberlebender Organe [As/ 

und Rohrer®)|} bei thyreopriven Tieren nicht ausgeschlossen. Aue! 
war die Méglichkeit gegeben, an isolierten Zellen die Frage einer direkter 
Beeinflussung des Zellstoffwechsels in vitro durch Thyreoideapraparat: 
zu untersuchen. 

Die Angaben iiber eine direkte Beeinflussung von Atmung und Ga: 
durch Schilddriisenpraparate sind je nach der angewandten Meth: 
und den untersuchten Zellen sehr verschieden. Ah/gren*) konnte mit 
Thunhergschen Methylenblaumethode eine deutliche Wirkung von Thy 
selbst in Konzentrationen von 10-" auf das Reduktionsvermégen 
kleinerter Froschmuskulatur beobachten. Adler und Lipschitz?) fan 
an demselben Objekt, NeuschloB *) an Lebergewebe Steigerung der Redukt 


1) L. Asher, Klin. Wochenschr. 3, 308, 1924. 

*) W. Fleischmann, Pfliigers Arch. f. d. ges. Phys. 215, 273, 1926. 

3) H. J. Hamburger, Phys.-chem. Untersuchungen iiber Phagocyt: 
Wiesbaden 1912. 

*) BE. Tsukamoto, Tohoku Journ. of exper. Med. 6, 286, 1925. 

5) L. Asher und A. Rohrer, diese Zeitschr. 145, 154, 1924. 

8) G. Ahlgren, Skand. Arch. f. Phys. 47 (Supplementb.), 225, 192 

*) L. Adler und W. Lipschitz, Arch. f. exper. Pathol. 95, 181, 1922 


8) S. M. NeuschloB, Klin. Wochenschr. 3, 57, 1924. 
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Dinitrobenzol durch Thyreoideaextrakt. Wohlgemuth und Klopstock') 
whteten mittels der manometrischen Methode Warhurgs eine 300°, ige 
ieunigung der Atmung von Hautschnitten durch Zusatz von Thyreo- 
lol. Hingegen sah Ellinger®) bei Messung des O,-Verbrauchs von roten 
<Orperchen der Gans keine spezifische Férderung der Oxydationen 
h Thyreoidea-Opton. Vollmer*), der die Einwirkung von Thyreo- 
lol auf den O,-Verbrauch isolierter Kalbsdarmzellen untersuchte, 
It. ,.wenn auch nicht negative, so doch wenig ergiebige Resultate™, 
kommt zu dem Ergebnis, da8 man die Hormonwirkung nicht einfach 
. eine direkte Wirkung auf die Zelle auffassen diirfe. 
Was die Wirkung des NSchilddriisenhormons auf Gafftngsvorginge 
trifft, so fand Tomita*) im Institut Neubergs, da8 die alkoholische Garung 
freier Garansitze von Hefe durch Thyroxinzusatz beschleunigt wurde; 
ese Gaérungsbeschleunigung war allerdings inkonstant. Nach Ansicht 
Autors diirfte es sich um Akzeptorbetétigung einer reduzierbaren 
Carbonylgruppe oder Doppelbindung handeln. Auch Rosenow*®) beobachtete 
Beschleunigung der Hefegirung durch Zusatz von Thyreoidin (Poehl). 
Wohlgemuth und Klopstock (1. ec.) sahen bei Hautschnitten Hemmung der 
kolyse durch Zusatz von Thyreoglandol. 
ng Als Methode verwendeten wir die manometrische Messung des Zell- 
Mal stoffwechsels nach Warburg in der von Fleischmann und Kubowitz*) an- 
ahe gegebenen Anordnung; nur wurde zur Messung der Glykolyse unter 
anaeroben Bedingungen nicht ein reines Stickstoff-Kohlenséiuregemisch 
verwendet, sondern die Atmung wurde durch Zusatz von m/200 HCN 
gehermmt und die Glykolyse in einem Gasgemisch von 5°, CO, in Luft 
i intersucht. Wir batten uns tiberzeugt, dali die Messung der Glykolyse 


‘Len,) 


an inter diesen Bedingungen dieselben Werte ergab wie im reinen N,-CQ,- 
Gemisch ohne HCN-Zusatz. 

cl Wir untersuchten zunichst A\tmung und Glykolyse der poly- 
sf nucleiren Exsudatleucocyten eines thyreopriven Kaninchens und 
uc] fanden Werte, die wir mit den Vergleichswerten fiir das Normaltier in 
ter einer Tabelle zusammenstellen 





Zellatmung Anaerobe Glykolyse 
n 
AT Ys Om 
Normaltier. 
Durchsehnitt . 4.3 - 21.0 


Thyreoprives Tier 


— 47 20.0 
3.1 30.0 
— 34 13.2 
— 24 
Durchsehnitt 3.4 21.1 


') J. Wohklgemuth und FE. Klopstock, diese Zeitschr. 175, 202, 1926. 
*) Ph. Ellinger, Zeitschr. f. phys. Chem. 119, 11, 1922. 
3) H. Vollmer, Arch. f. exper. Pathol. 96, 352, 1923. 
4 *) M. Tomita, diese Zeitschr. 131, 175, 1922. 
2 5) L. P. Rosenow, ebendaselbst 159, 235, 1925; 160, 269, 1926. 
6) W. Fleischmann und F. Kubowitz, ebendaselbst ISI, 395, 1927 
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Es ist also kein eindeutiger EinfluB der Thyreoidektomie auf Atn 
und Glykolyse der Exsudatleucocyten zu beobachten; das Absin 
ihres phagocytaren Vermégens diirfte daher andere Ursachen hate 


Wir untersuchten ferner, ob der Zusatz von Thyroxin (Sqr 
oder Thyreoidea-Opton nach Abderhalden (Merck) in vitro von Eint 
auf den Zellstoffwechsel der Leucocyten ist. Wir konnten weder |) 
Zusatz von Thyreoidea-Opton noch bei Zusatz von Thyroxin (0,02 mg 
eine deutliche Anderung im Sauerstoffverbrauch der Leucocyte; 
beobachten. Die kleinen Schwankungen, die oft bei Zusatz der Praparat: 
eintraten, hielten sich durchwegs in der Fehlergrenze der Methode 

Hingegen beobachteten wir eine deutliche, wenn auch nur kur 
(etwa 30 Minuten) andauernde Beschleunigung der Glykolyse ac! 
Zusatz von Thyroxin (0,02 bis 0.5 mg) oder Thyreoidea-Opton in vitro 

Wir teilen als Anhang das Protokoll eines Versuchs mit, auf das 
wir auch beziiglich aller methodischer Einzelheiten verweisen. 


Es scheint also, daB die Leucocyten in bezug auf die Unméglichkeit 
einer Beeinflussung der Zellatmung durch Schilddriisenpraparate ei: 
ahnliches Verhalten zeigen wie die roten Blutkérperchen der Gans 
nach den Befunden Ellingers: eher ist die milchsaure Garung dure! 
Thyroxin zu beschleunigen, worin wir vielleicht eine Analogie zun 
Verhaltet der Hefegarung erblicken diirfen. 


Die Notwendigkeit zahlreicher Einzelbeobachtungen an den ver 
schiedenen Zellen des Kérpers als Basis fiir eine Erkliirung des Mechanis 
mus der hormonalen Beeinflussung des Gesamtstoffwechsels mix 
als Rechtfertigung der Mitteilung dieser Befunde gelten. 


Zusammenfassung, 
1. Zellatmung und Glykolyse von Exsudatleucocyten thyreopriver 
Tiere erscheinen gegeniiber der Norm unverandert. 
2. Durch Zusatz von Thyroxin und Thyreoidea-Opton in vitr 
wird die Zellatmung von Exsudatleucocyten nicht beeinfluBt, hingege: 
die anaerobe Glykolyse merklich beschleunigt. 


Protokoll. 


Polynucleare Exsudatleucocyten eines thyreopriven Kaninchens 
im Citratexsudat, dem 2g Glucose pro Liter zugesetzt war. 37,5" ( 
Bicarbonatgehalt: 2.8. 107? Mole/Liter. Blausauregehalt: 5. 10 


Mole Liter. 


5cem Suspension enthielten 0,7 mg Leucocytentrockensubstan 











iflussung des Zellstoffwechsels durch das Schilddriisenhormon. 327 
n 5 CO, in Luft 
V; 0 
na ccm 
V, 8,18 
Skonstante qmm hex ) 0,99 
<anderung in 30)’ 4.5mm (J 12.7 
Zusatz von OO mg Thyroxin 
kanderung in 30 9% mm (i 25.4 
i . 30 5mm ¢v,- 14.1 











Uber den Fermentstoffwechsel der Bakterien. 


IV. Mitteilung’): 


Anwendung der biologischen Glucosebestimmuneg. 
Von 
P. Rona. D. Nachmansohn und H. W. Nicolai. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Univer 


Berlin, Charité.) 


( Ringegange ” am 1. Juni 1927. } 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


I, 

In einer friiheren Mitteilurg?) wurde gezeigt, daB der Umstand 
daB das Bakterium Coli in der Anoxybiose Rohrzucker wie auch Maltos« 
nicht aufspaltet, seine Spaltprodukte hingegen unter Saurebildung 
zerlegt, zu einer Saccharase- bzw. Maltasebestimmung ausgearbeitet 
werden kann. Die fermentativ entstandenen Hexosen werden hierbei 
gasanalytisch bestimmt, indem man im Warburgschen GefaiB di 
Kohlensiure miBt, die von der Saure, die durch die Coliwirkung aus 
den Hexosen entstanden ist, aus dem Bicarbonat der Ringerlésung 
in Freiheit gesetzt wird. 

Im folgenden sollen Untersuchungen mitgeteilt werden, die dir 
Brauchbarkeit und Anwendbarkeit dieser Methode dartun. 

Zuniichst sollte gepriift werden, ob die Kohlensaiuremenge, dir 
beim anaeroben Glucoseabbau entsteht, in stéchiometrischem Ver 
hiltnis zur verschwundenen Zuckermenge steht. 

Die bei dem anaeroben Glucoseabbau durch Colibakterien entsteher 
Kohlensaure wurde in der von Warburg angegebenen (entsprechend mod 
fizierten) Apparatur gemessen. Die anaeroben Bedingungen wurden h 
gestellt durch Durchleiten von 5°, CO, in N durch die GefaBe. Nach 15 M.- 
nuten Temperaturausgleich im Thermostaten wurde die Bakteriumsuspension 
(Aufschwemmen von reiner Colikultur auf Schragagar in Ringerlésung : 


1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutsche: 
Wissenschaft. 
2) P. Rona und H. Nicolai, diese Zeitschr. 172, 212, 1926. 
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em 1,26°,igem Natriumbicarbonat auf 100cem der Lésung und 
| ation durch Schleicher-Schiill-Filter) mit der Glucoselésung vermischt 
die Druckzunahme 45 Minuten verfolgt. Die Reaktion wurde dann 
rbrochen, aus jedem GefaB 1,0 cem Lésung entnommen, mit 1,0 cem 
ger kolloidaler Eisenhydroxydlésung versetzt und kurz erhitzt. Auf 
Weise gelingt die EnteiweiBung vollkommen. Im Filtrat wurde die 
Zuckermenge, die nach der Einwirkung der Bakterien noch vorhanden 
war, nach Hagedorn-Jensen bestimmt. In derselben Weise stellten wir die 
Zuckermenge bei Beginn des Versuchs fest. Die Menge des gespaltenen 
Zuckers ergibt sich einmal aus der Differenz der nach Hagedorn-Jensen 
-timmten Zuckermenge vor und nach dem Versuch, dann aus der Druck- 
ahme im Manometer berechnet unter der Annahme, dab zwei Molekiile 
r entstandenen Kohlenséiure einem Molekiil der verschwundenen Glucose 
tsprechen (vgl. Versuche | bis 4 auf 8. 333). 


Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle | zusammengestellt 





Tabelle I. 
Glucoseverbrauch in mg Fehler (abgerundet) 
GetaB- 
Nr. berechnet aus d bestimmt pro GetaB im Durchschnitt 
Druckzunahme nach H.-J 
Versuch | 57 0.634 8D j 
41) O.61S — y 4 a 
41 (622 ae) } 
Versuch I 37 1,208 td - 
41 1.176 tj nad 
Versuch TI] 41 1.268 { aa 
42 1,188 4 | 
Versuch IV 41 1.184 0 





Man sieht. daB die Glucosewerte manometrisch und nach Hagedorn- 
Jensen gemessen innerhalb einer Fehlergrenze von 4°. iiberein- 
stimmen. Damit ist die Brauchbarkeit der Methode zur quantitativen 
Glucosebestimmung erwiesen. Sie unterscheidet sich grundsatzlich 
von den bisherigen, polarimetrischen oder auf Reduktion beruhenden 
Methoden. Von Bedeutung ist hierbei das verschiedene Verhalten det 
Mono- und Disaccharide. das bei gewissen Problemen mit Vorteil 
verwendet werden kann 

Die Annahme. daB unter den von uns gewahliten anaeroben Be- 
dingungen zwei Molekiile Milchsaure aus einem Molekiil Glucose ent- 
standen seien und diese die Kohlensaéure aus dem Bicarbonat austreibt, 
bestatigte sich nicht. Vielmehr ergab die Untersuchung, daB bei den 
daraufhin gepriiften Colistammen nicht mehr als etwa 20 bis 30°, des 
Zuckers zu Milchsaéure abgebaut waren (vgl. S. 333). 


Zur Bestimmung der Milchs&uremengen, die beim anaeroben Glucose 
abbau durch Colibakterien unter den Versuchsbedingungen entstehen. 
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gingen wir in derselben Weise vor wie bei der Glucosebestimmung. Au 
Druckzunahme in den Manometern hatten wir ein Mab fiir die Meng 
abgebauten Zuckers, die aber zur Kontrolle noch auBerdem nach Hage: 
Jensen testgestellt wurde. Nachdem wir die Bakterien 45 Minuten aut 
Glucoselésung hatten einwirken lassen, wurde der Versuch unterbroc!} 
Fiir eine Milchséurebestimmung wurde aus zwei GefaBen 1 cem entnomn 
nach Schenck enteiweiBt, im Schenckfiltrat die Milchsaéure nach Fi 
Charnas bestimmt. Wir gingen dabei nach einer Anordnung vor, wii 
im Institut von Meyerhof verwendet wird!). Diese Anordnung gestatt 
Milchsiuremengen von 0,5 mg noch sehr genau mit einem konstant bleibe; 
den Defizit von 6 bis 7°, zu bestimmen, wahrend die bisher tibliche Ar 
Mengen von mindestens 3 bis 4 mg Milchs&ure erforderte. Die Apparatin 
ist im Prinzip dieselbe, aber von wesentlich kleineren Dimensionen als 
bisher tibliche. Der Destillationskolben faBt nur 100 cem. Der aufsteige 
Schenkel des Destillationsrohres ist etwa 12 cm lang, der horizontale etwa 
15cm. Das Destillat wird in einer Liebigschen Vorlage aufgefangen. Ein 
Kiskiihlung ist nicht erforderlich. Die Kaliumpermanganatlésung wird 
in einer Konzentration von n/ 750 bis n/ 1000 angewandt. Lhre Tropfgeschwi: 
digkeit wird so geregelt, daB das Fliissigkeitsniveau dauernd konstant 
bleibt. Vorgelegt wird n/100 Kaliumbisulfitlésung in etwa vier- bis fiint 
fachem Uberschu8 der zu erwartenden Milchséiuremenge. Die Titratio 
wird in Anlehnung an KAlausen ausgefiihrt: Das iiberschiissige Kaliumn- 
bisulfit wird durch die Jodlésung entfernt (bis zur Blaufirbung), dann wird 
die Bisulfitaldehydverbindung durch Zugabe von Natriumbicarbonat 
sprengt und die Aldehydmenge durch Titration des frei gesetzten Bisulfits 
direkt bestimmt. 

Methodisch ware noch hinzuzufiigen, daB bei der Milchséurebestinunung 
die EnteiweiBung mit Schwierigkeit verkniipft war. Die EnteiweiBung mit 
kolloidalem Eisenhydroxyd ergab, daB im Filtrat sich nur noch 40°, de: 
Milchsadure befinden; der Rest wird offenbar adsorbiert. Nach der Method: 
von Schenck, wie tiblich ausgefiihrt, gelingt es nicht, die Bakterien zu falle: 
Dies gelingt aber, wenn nach dem Zusatz von Salzsiure und Sublimat 
gleich H,S eingeleitet wird, ohne erst zu filtrieren. Dann war das 
Filtrat klar und gab auch mit Sulfosalicylsiure keine Triibung. 

Die Bakteriensuspension in Wasser flockt im isoelektrischen Punkt 
aus, nicht aber die Suspension in der Ringerlésung. Erst das dreiwertige 
Aluminiumion (in einer Konzentration '/59,. molar) vermag auch die 
Ringerlésung suspendierten Bakterien auszuflocken. 


Weiterhin wurde die Wirkung der Colibakterien auch auf ander 
Zuckerarten wie Mono- und Disaccharide gepriift. Es ergab sich, in 
Ubereinstimmung mit friiheren Angaben, daB die Colibakterien auBe: 
Glucose auch Fructose und Galaktose angreifen, die Disaccharide 
Maltose, Saccharose und Lactose hingegen nicht. Eine Maltase fand 
sich unter den etwa 20 von uns untersuchten Stéammen ein einziges Ma! 


1) Herrn Prof. Meyerhof sprechen wir fiir die Demonstration diese! 
Anordnung unseren besten Dank aus. 
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Saccharase und Lactase konnten wir bei keinem der daraufhin gepriiften 
Stumme nachweisen. Bei der Spaltung der Fructose, wie bei der der 
Glucose entstehen fiir jedes verschwundene Zuckermolekiil zwei Molekiile 
Kohlensaure, wahrend bei der Galaktose die entstandene Kohlensaure 
nicht im stéchiometrischen Verhaltnis zu dem verschwundenen Zucker 
steht (vgl. Versuch $8. 335). Die Reaktionsgeschwindigkeit der drei 
Hexosen ist verschieden; unter gleichen Bedingungen wird die Glucose 
sehr schnell, Fructose langsamer, Galaktose sehr langsam gespalten. 
Entsprechend der Beobachtung von Harden und von Willstdtter und 
Séhngen an Hefen konnte auch fiir das Bact. coli gezeigt werden, daB 
sie sich an Galaktose erst gew6hnen miissen. Im Gegensatz zu dem 
geradlinigen Verlauf der anderen Zuckerspaltungen finden wir bei der 
Galaktosekurve eine typische Induktionszeit, in der die Spaltung 
juBerst langsam vor sich geht, um dann immer schneller zu werden 
vl. Versuch §. 334). 

Bei gleichbleibender Substratmenge und steigender Konzentration 
vergr6Bert sich die Geschwindigkeit ungefahr proportional der letzteren. 


Die Tatsache, daB das Bact.Coli Glucose quantitativ meBSbar 
angreift, die Disaccharide hingegen nicht, konnte’ zur experimentellen 
Bearbeitung einiger Probleme des fermentativen Kohlenhydratabbaues 
henutzt werden. So war zum ersten Male ein direkter — ni¢ht auf 
Reduktion oder Polarisation beruhender — Nachweis méglich, dab 
der Starkeabbau durch Amylase nur bis zur Maltose geht. Da die 
Colibakterien Glucose angreifen, Maltose aber nicht, so darf die durch 
Amylase abgebaute Starke durch Coli nicht angegriffen werden, d. h. es 
darf durch Coliwirkung in dem Versuchssystem keine CO, (nachweisbar 
lurch die Druckzunahme im Manometer) entstehen. Voraussetzung 
ist, daB die Amylase frei von Maltase ist. 


Wir stellten Versuche mit Speichel- und Pankreasamylase an und 
konnten mit unserer Methode in der Tat nachweisen, daB bei Abwesenheit 
von Maltase keine Glucose entsteht, die Starke vielmehr nur bis zur 
Maltose abgebaut wird. Besonders gut gelang uns dieser Nachweis 
bei der Speichelamylase; unsere Pankreasamylase war dagegen trotz 
weitgehender Reinigung nach Wéillstdtter stets mit Spuren von Maltase 
verunreinigt, so daB wir je nach der Starke und der Einwirkungsdauer 
der Fermentlésung 5 bis 10 bis 15°, der nach Willstdtter und Schudel 
bestimmten Maltose aus der abgebauten Starke als Glucose fanden 
DaB es sich hierbei um eine Maltasewirkung und nicht um die Wirkung 
der Amylase handelte, ging daraus hervor, daB auch eine reine Maltose- 
lisung bei Zusatz derselben Fermentlésung, je nach Starke und Dauer 
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der Einwirkung, in dem Warburg-Apparat ebenfalls eine Druckzuna! 
ergab. Die Speichelamylase erwies sich hingegen in einer Reihe yo) 
Fallen, ebenso gepriift, frei von Maltase (vgl. Versuch 8. 336). So wa; 
es auf biologischem Wege méglich, den Nachweis direkt zu erbrings 
daB die Amylase die Stirke nur bis zur Maltose abbaut. Aus den Ve 
suchen geht auch hervor, wie auBerordentlich geringe Spuren 
Maltase mit der angegebenen Methode zu erfassen sind. 

Ein weiteres Problem des fermentativen Kohlehydratabbaues 
mit dieser Methode untersucht werden konnte, war das folgende. Kw), 
konnte zeigen, daB die pflanzliche (Malz-) Amylase eine f-, die tierise}, 
(Pankreas-) Amylase eine a-Amylase ist. Als Endprodukt erscheint 
in beiden Fallen die a-glukosidische Maltose, nur erscheint sie prima: 
in einem Falle als £-Glucose-a-Glucosid, im zweiten als a-Glucos 
a-Glucosid. Daraus folgt, daB die Amylasen durch Hydrolyse ver 
schiedener Bindungen aus dem gleichen Kohlehydratgrundkérper zu 
der gleichen Maltose fiihren. Pringsheim und Leibowitz konnten nun 
durch gleichzeitige Einwirkung von f- und a-Amylase (aus Malz und 
Pankreas) Amylose statt zu Maltose gleich zu Glucose spalten, was 
eine schéne Bestatigung der AKuhnschen Vorstellung ist. Weiterhin 
fanden Pringsheim und Leibowitz, daB auch ein Gemisch von Speiche! 
und Pankreasamylase die Starke zu Glucose aufspaltet!). Daraus 
wire dann zu schlieBen, daB die Speichelamylase eine B-Amylase ist 
Im Gegensatz zu Malzamylase ist jedoch der direkte polarimetrisch 
Nachweis, daB bei der Kohlehydrathydrolyse’ durch Speichelamylase 
allein als primiéres Spaltprodukt £-Glucose-a-Glucosid entsteht, noch 
nicht erbracht. Dies ist um so mehr zu beachten, als Malz- und 
Speichelamylase sich nicht ganz gleich verhalten. Malzamylase spaltet 
die Amylobiose von Pringsheim, Speichelamylase dagegen nicht. 

Der Befund von Pringsheim und Leibowitz iiber die gleichzeitig: 
Wirkung von Speichel- und Malzamylase wurde nun mit unserer Method 
nachgepriift. Er konnte nicht bestatigt werden. Die gleichzeitige Ein 
wirkung beider Fermente ergab keine grélere Glucosemenge als dir 
sehr kleine bei der Wirkung der einzelnen Fermente (durch ihre Ver 
unreinigung mit Maltase) entstandene. Die Unterschiede lagen durchaus 
im Rahmen der Fehlergrenze. Untersucht wurde die gleichzeitige Fin 
wirkung gleicher Mengen (in Amylaseeinheiten) von Speichel- und 
Pankreasferment, wie auch die Einwirkung von Pankreasferment im 
UberschuB (im Verhiltnis 4:1), da Pringsheim und Leibowitz einen 
UberschuB von Pankreasferment als giinstig angeben. Auch in diesem 
Falle war der Befund negativ. Nachfolgende Tabelle (vgl. Versuc! 
18 und 19) illustriert die Verhaltnisse. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 59, 991, 1926. 
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Tabelle II. 





. Glucose in der 
Glucose gefunden 
—_ : Maltose verzuckerten Starke 
ve Wirksames Ferment . 
= nach nach nach nach 
mg 20 Std 140 Std 20 Std 140 Std 
Speichelamylase . . . . 5 1,78 0,04 01 2,2 5.6 
| Pankreasamylase eae 1.96 0.34 037 17.3 1S.S 
Speichel- + Pankreasam ylase ‘ 1.96 0.37 0.53 ISS 27.0 
Speichelamylase . . . a Nt 1,78 0,048 O15 2.7 S.4 
I! Pankreasamylase =~ 1.75 O16 0,184 1 10.5 
Speichel- + Pankreasamylase . 1.71 0.172 0.236 10.6 13.8 


Zusammenfassung. 


Die Brauchbarkeit und Anwendungsméglichkeit der biologischen 
yasanalytischen) Zuckerbestimmungsmethode fiir das Studium der 
Saccharase- und der Maltasewirkung wird erértert. Die Methode 
gestattet auch die reine Amylasewirkung ungestért von beigemengter 
Maltase zu untersuchen. Eine Aufspaltung der Starke durch die kom- 
binierte Wirkung der Speichel- und Pankreasamylase zu Glucose, wie 
dies Pringsheim und Leibowitz angegeben haben, konnte nicht ge- 


funden werden. 


Auszug aus den Protokollen. 


1. Vergleich der manometrisch gemessenen CO,-Menge und der Menge der 


verschwundenen Glucose, bestimmt nach Hagedorn und Jensen. 


Versuch 1. Gemessene Druckzunahme im Durchschnitt 156,2 emm, 
entsprechend 0,625 mg Glucose. Verbrauch an Glucose nach Hagedorn- 
Jensen im Durchschnitt 0,654 mg. 


Versuch 2. Gemessene Druckzunahme im Durchschnitt 298 emm, 
entsprechend 1,192 mg Glucose. Verbrauch an Glucose nach Hagedorn- 
Jensen im Durchschnitt 1,237 mg. 


Versuch 3. Gemessene Druckzunahme im Durchschnitt 307 emm, 
entsprechend 1,228 mg Glucose. Verbrauch an Glucose nach Hagedorn- 


Jensen im Durchschnitt 1,229 mg. 


Versuch 4. Gemessene Druckzunahme im Durchschnitt 296 emm, 
entsprechend 1,184 mg Glucose. Verbrauch an Glucose nach Hagedorn- 
Jensen im Durchschnitt 1,185 mg 


2. Vergleich der direkt bestimmten Milchsduremenge mit der Menge 
des gespaltenen Zuckers. 


Hierbei wurde die Zuckerspaltung in der Warburgapparatur, die 
Zuckermenge vor und nach Beendigung des Versuchs nach Hagedorn- 
Jensen, die Milchs&uremenge in der im Text skizzierten Weise bestimmt. 
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Versuch 5. Traubenzucker abgebaut 0,543 mg, Milchsaure 
0,09 mg, also 16,5° 


elu 


y 


Versuch 6. Traubenzucker abgebaut 0,536 mg, Milchséure gefu 
0,067 mg, also 12,5‘ 


Versuch 7. Traubenzucker abgebaut 0,61 mg, Milchséure gefu 


0,135 mg, also 22° 


Versuch 8. Traubenzucker abgebaut 0,69 mg, Milchsaéure gefur 
0,09 mg, also 13° 


Versuch 9.  Traubenzucker abgebaut 0,87 mg, Milchséure gefw 
0,067 mg, also 7,7°.. (In einer Kontrollbestimmung mit zugefiigter M 
siure wurden %3,6°, wiedergefunden.) 


3. Priifung der Spaltung der Hexosen der Disaccharide durch Bact. coli. 


Priijung der Reaktionsgeschwindigkeit der drei Hexosen und thre gegenseiligt 


Bee influssung. 
. In einer gréBeren Versuchsreihe mit mehreren Colistémmen konnt: 
das Fehlen von Maltase, Lactase und Saccharase festgestellt werden. 


Fructose wird gespalten, und zwar entstehen ebenso wie bei der Glucos: 
fiir ein Molekiil Fructose zwei Molekiile Kohlensaure. 


Versuch 10. Gemessene Druckzunahme 117 emm bzw. 120,5 cmm, ent 
sprechend 0,468 bzw. 0,482 mg Fructose; polarimetrisch bestimmt 0,451 mg 
Die Werte stimmen auf 3,5 bzw. 6,5°,, iiberein. 


Die Priifung auf Galaktose ist mit zwei verschiedenen Stémmen vor- 


genommen worden. Ein stéchiometrisches Verhaltnis zwischen ver- 


schwundenem Zucker und entstandener Kohlenséure konnte nicht gefunden 
werden. Hier sei nur graphisch ein Versuch iiber die Galaktosespaltung 
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hei gleichbleibender Substratmenge (fiir jeden Versuch 0,423 mg Galaktose) 
i variabler Bakterien- (Ferment-)menge wiedergegeben. Die Bakterien- 
nzentration verhalt sich wie 1: 2:4 (Versuch 10). 

Wie aus der Abbildung ersichtlich ist, liegt eine Induktion der Wirkung 
vor. Nach der ersten Stunde werden die Druckzunahmen gréBer, die Kurve 
wire steiler. 

Die Abb. 2 illustriert die Verschiedenheit der Reaktionsgeschwindig- 
eiten der drei Hexosen und ihre gegenseitige Beeinflussung. 








Abb, 2!). 


Von jeder Zuckerlésung wurden im Versuch gleiche Mengen /1,5 mg 
1 0,5 cem) angewendet, ebenso von der Bakteriensuspension (je 0,5 cem),. 


Wie man sieht, wird in dem Versuch die Glucose etwa doppelt so schnell 
gespalten wie die Fructose, und die Fructose etwa viermal so schnell wie 
die Galaktose. Die Anwesenheit von Fructose und Galaktose iibt keinen 
merklichen Einflu8 auf die Glucosespaltung aus; das Gemisch von Fructose 
und von Galaktose zeigt hingegen eine Druckzunahme, die etwa der Summe 
der einzelnen Spaltungen entspricht (Versuch 12). 


In dem Versuch ist bei dem Gemisch Glucose—Galaktose eine gering- 
gradige Verlangsamung der Druckzunahme gegeniiber dem Gefai6 mit 
Glucose allein beobachtet. Da die Glucose- und die Fermentmenge in beiden 
GefiBen gleich groB ist, in dem einen GefaiB aber auBer der Glucose noch 
ein zweites spaltbares Substrat vorhanden ist, und somit eher eine Ver- 
groBerung der Druckzunahme zu erwarten ware, lag die Annahme nahe, 
daB es sich um eine Hemmung der Glucosespaltung durch die Galaktose 
handelt. Versuche mit gréBeren und steigenden Mengen von Galaktose- 
(im Verhaltnis von 1:2:4) Zusatz zur Glucose, zeigten jedoch keine 
groBere Verlangsamung der Spaltung, so daB die Annahme einer Hemmung 
fallen gelassen werden mu®B. 


1) Der Verlauf der Spaltung des Gemischs von Glucose und Fructose 
ist in die Abbildung nicht eingetragen, da sie dadurch nur uniibersichtlich 
wiirde. Die Kurve liegt zwischen der Glucosekurve und der Kurve des 
Gemisches von Glucose und Galaktose. 


Biochemische Zeitschrift Band 187. 29 
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4. Priifung der Ausflockbarkeit der Colibakterien 
bei Suspendierung in Wasser, in Ringerlésung und bei Zusatz von Alumi) 


chlorid. 


Tabelle III. 


im 


isoelektrischen 





Pu 


Bakterien im Wasser 
suspendiert 


Bakterien in Ringer- 
lésung suspendiert 


Bakteriensuspension 
in Ringerlésung 
nach Zusatz von AlCl, 
(} 5999 molar) 


Essigsaurer 
Natriumacetat- 
puffer 


O1 n 
0.2n 


— ftlockt nicht, + flockt. 


5. Priifung der EnteiweiBung mit kolloidalem Eisenhydroxyd bei der Zuch 


5,3 5 4,7 


Beobachtung nach 


4,4 4,1 


einer Stunde. 


bestimmung nach Hagedorn-Jensen. 


Zuckergehalt der Zuckerlésung (0,45 cem) vor der EnteiweiBung i: 
Zuckergehalt der enteiweilte: 
Zuckerlésung (0,45 ecem Glucoselésung, 0,9 ccm Eisenhydroxyd, 0,45 cem 
Bakteriensuspension, vom Filtrat 0,45cem) im Durchschnitt (drei Ver 


Durchschnitt (drei Versuche) 


suche) 0,122 mg. 


6. 


Versuch 13. a) Ansatz. 
mit 5cem 100fach verdiinntem Speichel und 1,0 cem 0,2 n NaCl versetzt 
und 16 Stunden im Brutschrank gehalten. 
bei der Maltosetitration wurden 50 ccm derselben Starkelésung mit 
n-Salzsiure und denselben Mengen Speichelferment und Kochsalzlésung, 
wie im eigentlichen Versuch versetzt.) Eine Pufferung wurde nicht vor 
genommen, da sie die Kohlensaéure aus der Ringerlésung (bei der Gasanalys: 
retinieren bzw. austreiben kann; sie ist auch nicht 
neutrale Lésung eine hinreichend giinstige Bedingung fiir die Amylase- 
wirkung (Optimum pg 6,8) darstellt. 

b) Die Maltosetitration erfolgte nach 
Maltose entsprechen lecm 0,1n Jod. In unserem 
wir 10 cem der verdauten Starkelésung zur Maltosebestimmung, versetzte: 
und 25ccem n/10 Natronlauge. 


sie mit 10cem n/10 Jodlésung 


15 Minuten wurde mit 3 cem 20% iger Schwefelsiure angesduert und titriert 


0,127 mg; 


Starkeabbau durch Speichelamylase. 


W illstatter-Schudel. 
Versuch verwandte: 


Es wurden 8,90 cem n/10 Natriumthiosulfatlésung verbraucht. 


Leerbestimmung, bei der 5 ccm Jodlésung vorgelegt wurden, verbrauchte! 
wir 4,90 cem der Thiosulfatlésung. 


1,0 cem 


Da der Starkegehalt der Lésung 125 mg betrug, waren also 76,8°, verzuckert. 
In jedem Kubikzentimeter der verdauten Starkelésung waren also 1,71] my 


Maltose. 


50 cem 0,25°,iger léslicher Starke wurden 


(In der Kontrollbestimmung 


erforderlich, 


Demnach betrug der Jodverbrauch 
17,15 mg Maltose, in den 56ccm waren also 96 mg Maltos 
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c) Versuch in der Warburgapparatur. Zwei GeféSe wurden mit je 
com der verdauten Starkelésung gefiillt (in lcem 1,71 mg Maltose), 
n GetaB wurde zur Leerbestimmung (mit Ringerlésung) benutzt, in einem 

weiteren die Bakterien auf Maltase gepriift und in zwei GefiBen priiften 
wir, ob die Starkelésung (0,25 °, ig) und die Amylase (1000fache Verdiinnung) 
iilein keinen Ausschlag im Manometer bewirken. 


Tabelle IV. 





( efaBeNr wn cashes «4 40 42 KY 43 44 
oO 490 530 586 600 607 628 
Bakteriensuspension, ccm . 0.5 0.5 0.5 05 0.5 0.5 
: , | Speichel- verdauter verdauter Ringerlés. Maltose 0,25" yiger 
com Lésung von | Ferment Starke Starke (Leervers.) 2 Starke 
cmm cmm cmm cmm cmm cmm 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 
% 10 0 O05 l 0.6 0 0 
4 15 0.5 O55 2 O06 O45 0.6 
20 l l 25 0.6 l 0.6 
o) l 2 3 1.2 2 06 
» wo 1 2 3 1,2 2 0.6 
, 2d 2 2 3 1.2 2.5 0.6 
» 40 2 2 3 1.5 2.5 0.6 


Es findet also in keinem Gefa8 eine Druckzunahme statt. Daraus geht 
hervor, daB nur Maltose, aber keine Glucose durch die Einwirkung der 
\mylase auf die Starke entstanden war. 

Versuch 14. Starkeabbau durch Speichelamylase. Ansatz und Titration 
wie im vorigen Versuch. Der Jodverbrauch der verdauten Starke betrug 
0.95 cem 16,3 mg Maltose. Demnach waren 91,3 mg Maltose in 56 cem, 
also 73°, verzuckert. In jedem Kubikzentimeter der verdauten Starke- 
losung waren also 1,63 mg Starke. Anordnung in der Warburgapparatur 
ebenfalls wie im vorigen Versuch. 


Tabelle V. 





GeiBe. cc ccc ees 4 42 x4 37 43 44 
he Og 5s 56 49) 000 607 628 
Bakteriensuspension, ccm . 0.5 0,5 0,5 0,5 05 0.0 
1 com Léeune von | verdauter verdauter Ringerlés. Maltose Starke —_—- 
: : . | Starke Starke (Leervers.) 2 (0,25 ©» ig) come 
100 tach 
cmm cmm cmm cmm cmm cmm 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 
— a) 15 1,0 0 5 
a i) 55 3 1.5 1.0 10 
a8 6.5 5 4 2 10 1] 
~ 6.5 10,0 4.5 2 1.0) 12 
» oO 65 10.0 4.5 3 15 12 
35 6.5 10.0 4.5 $5 1.5 12 
- 40 6.5 10.0 5 3D 1.5 12 
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Versuch 15, Starkeabbau durch Speichelamylase. Der folgende Vers): 
wurde mit einer Speichelamylase ausgefiihrt, die mit Maltase verunrei: 
war. Der Versuch ist im Prinzip ebenso angelegt, wie der vorige. Es wurii 
nur 25cem einer 0,25°, igen Starkelésung mit 1 eem 100fach verdiinnt 
Speichel und 1 cem Kochsalzlésung versetzt. Gleichzeitig wurden 10 cc 
einer 1°/s,igen Maltoselésung mit 2cem Speichel versetzt in den Brut 
schrank getan. Die Titration wurde mit 13,5 cem verdauter Starke vo, 
genommen. Nach Abzug des Leerwertes waren 1,4 ccm n/10 Jodlésuny 
verbraucht. Dies entspricht 24,2 mg Maltose, d. h. 77°, der Starke ware: 
verzuckert. In 1 ccm der verdauten Starkelésung waren 1,79 mg Maltos 
Ein Versuch mit Starkelésung allein eriibrigt sich, da er stets ohne Druck 
zunahme verlaufen war. 


Tabelle VI. ni 





Ol ee 4 avi M4 42 44 43 
keo, ae eee ee ee 530 600 490 586 628 607 


Bakteriensuspension, ccm . 0,5 0,5 0.5 0,5 0,5 0,5 
Speichel- Speiche 
Ferment erment 

10fach verdunnt + Maltose 


cmm cmm cmm cmm cmm cmm 


| verdauter verdauter Ringerlés Maltose 


1 com Lésung von . 
, . | Starke Starke (Leervers.) 1° 9; 


Nach 0 0 0 
10 21 19 
15 33 31 
20 45 42 
5 49 


D1 


0 
i4 
23 
24 
25.5 
26 5 
26.5 
96.5 


97 1; 


=f 


~ 


IO tc PO 
oro 


25 5 
30 ) 
35 5 52 6 
40 Hy 53 6.5 
45 53 53 6.5 


1 be ee ie 
ow 


He 00 0 GO DO NO DO 
Orr 


be be ee 


Die Druckzunahme in den GefaiBen, die die verdaute Starkelésung at 
enthielten, entspricht nach Abzug des Leerwertes 0,186 mg Glucose. Da ve 
das GefaiB 1,79 mg Maltose enthielt, waren also etwa 10°, davon an Glucose el 
gespalten. Da®B dies auf eine Verunreinigung mit Maltase zuriickzufiihre: 
ist, laBbt sich daraus schlieBen, daB im GefiB mit Maltose allein keine Druck- nm 
zunahme erfolgte, wohl aber im GefiB, das Maltose + Speichel enthielt w 
Hier entspricht die Druckzunahme 0,082 mg Glucose. Da das GefiB 1 mg d 
Maltose enthielt, waren demnach etwa 8°, zu Glucose gespalten. Dies e 
entspricht in der GréBenordnung der Glucose bei der verdauten Stark: 
losung. 


7. Stdrkeabbau durch Pankreasamylase. 


Die Reindarstellung der ungereinigten (stark mit Maltase verunreinigte: 
Pankreasamylase erfolgte nach Willstdtter, Waldschmidt-Leitz und Hesse. 
Der Ansatz erfolgte im wesentlichen wie beim Versuch mit Speichelamylas: ' 
25cem 0,25°,iger Starke wurden mit leem Fermentlésung und 1 cem nh 
0,2 n NaCl-Lésung versetzt und in den Brutschrank gestellt. Die Maltos I 
titration ergab nach Abzug des Leerwertes einen Verbrauch von 1,45 cc: a 
n/10 Jodlésung fiir 13,5 cem der verdauten Starkelésung. Dies entspricht 
24,87 mg Maltose. Die Gesamtlésung (27 ccm) enthielt also 49,74mg; Fy 
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s waren demnach 79°, verzuckert. 1 ccm enthielt 1,84 mg Maltose. Gleich- 
zeitig mit der Starkelésung wurden 25 ccm einer 2°/,igen Maltoselésung 


t 2cem Fermentlésung angesetzt. 


In der Warburgapparatur wurde ein GefaB mit der verdauten Starke- 
sung gefiillt, ein anderes mit einer 2°/,igen Glucoselésung, ein drittes 
2° ,~iger Maltoselésung, ein viertes mit unverdiinnter Fermentlésung 


ind das letzte mit der mit Amylase versetzten Maltoselésung (Versuch 17). 


Tabelle VII. 





GU. tc cee ees 37 43 RD 40 +4 42 
a ake a ee 600 6007 490) 5) 628 556 
Bakteriensuspension, ccm. 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05 
pes ae | verdauter Pankreas- Ringerlés Maltose 
com Lésung von | Starke Ferment (Leervers.) Glucose Maltose Amylase 
cmm cmm cmm cmm cmm cmm 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 
10 8.5 13 2 12 1.5 5 
15 14.5 16 3 21 2 a) 
is 2n) 20 16 3.5 30 2 G5 
25 25 16 4 40 2.5 11 
30 31 16 4.5 49 3 12 
35 36 16 4.5 5s 3 14 
40 36 16 4.5 67 3 15 
45 36 16 5 77 3 16 
BO 36 16 5 87 3 16 


Aus der Druckzunahme in dem GefaB, das die verdaute Starke enthalt, 
laBt sich nach Abzug des Leerwertes eine Glucosemenge von*0,124 mg be- 
rechnen. Da in dem Gefa8 1,84 mg Maltose vorhanden waren, entspricht 
diese Menge etwa 7°,. Auch hier laBt sich diese Spaltung auf Maltase- 
verunreinigung des Ferments zuriickfiihren, da die reine Maltaselésung 
ebenfalls eine, wenn auch geringe Spaltung aufweist, entsprechend 0,044 mg 
Glucose. Die Druckzunahme in dem Gefa8 mit Fermentlésung allein ist 
nicht als Spaltung anzusehen, da sie plétzlich erfolgt ist, und dann nicht 
weitergeht; wahrscheinlich ist sie auf die Austreibung von Kohlensaure 
durch Séurespuren zu beziehen, die die hier unverdiinnte Fermentlésung 
enthalt; die Fermentlésung in den anderen GefaéBen ist hingegen 25fach 
verdiinnt. 


8. Untersuchung des Stadrkeabbaues bei gleichzeitiger Einwirkung 
von Speichel- und Pankreasamylase 


Feststellung der Wirkungskraft der Fermente. Die Feststellung der 
\mylase-Einheiten (Am-E) in den verwendeten Fermentlésungen erfolgte 
nach Whillstdtter, Waldschmidt-Leitz und Hesse. Gefunden wurden fiir 
lcem unseres Speichelferments 0,004 Am-E und fiir 1 cem der Pankreas- 
amylase 0,017 Am-E. 


Versuch 18. Von diesen Fermentlésungen wurden je 1 cem verwandt. 
Die Pankreasamylase war demnach in etwa vierfachem UberschuJ. 
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Es wurden drei GefiBe mit je 25cem 0,5°,iger Starke angesetzt 
Ein GefaB wurde mit 1 cem Speichelferment, das zweite mit 1 cem Pankreas 
ferment, das dritte mit je 1 cem beider Fermentlésungen versetzt. Daz, 
kam in jedes GeféB 1 cem 0,2 n Kochsalzlésung. Gleichzeitig wurden (re; 
Kontrollen zur Bestimmung des Leerwertes bei der Maltosetitration ay. 
gesetzt. AuBerdem wurden zwei GefaéBe mit je 25 cem 4°, iger Maltose 
lésung mit je 1 cem Speichel- bzw. Pankreasferment versetzt. (Der Einfach 
heit halber bezeichnen wir die durch Pankreas abgebaute Starke mit 
P-Stirke, die durch Speichel abgebaute mit Sp-Starke, die durch gleich. 
zeitige Wirkung beider mit P + Sp-Starke.) 

Der erste Versuch wurde nach 20 Stunden unterbrochen. Die Maltos 
titration ergab bei der Sp-Starke nach Abzug des Leerwertes fiir 6,75 cen 
21,44 mg Maltose. Im ganzen waren demnach 85,8 mg Maltose aus 125 mg 
Starke entstanden, gleich 69°, Spaltung. 0,5 cem Sp-Starke enthielten 
1,78 mg Maltose. Bei der Titration der P-Starke wurden fiir 6,75 cem nach 
Abzug des Leerwertes 24,0 mg Maltose gefunden. Im ganzen waren aus 
125 mg Starke 96 mg Maltose, entsprechend 76,8°, Spaltung entstanden 
0,5 cem P-Starke enthielten 1,96 mg Maltose. 

In der Warburgapparatur wurden zehn GefiBe angesetzt und de: 
Versuch an zwei Apparaten vorgenommen. In jedes GeféB kamen 1,0 cen 
Bakterien und 0,5cem Lésung. Drei GefaiBe mit abgebauter Starke, ein 
GefaB mit Maltose, zwei GefiBe mit der mit den Fermenten versetzten 
Maltose, zwei GefiBe mit Fermentlésungen allein und ein GefaB als Leer 
versuch. 

Wie aus der Druckzunahme im GefaéB 25 (Maltose + Pankreas) hervor 
geht, war das Pankreasferment mit Maltase verunreinigt. Die Druckzunahny 
bei der P-Starke entspricht nach Abzug des Leerwertes etwa 0,34 mg Glucos: 
Da das GefaiB 1,96 mg Maltose enthielt, waren etwa 17°, durch diese Maltase 
beimengung gespalten. Die Druckzunahme in GeféB 26 erfolgt plétzlic! 


und ist auf eine Séureverunreinigung zu beziehen; dementsprechend finden 


wir bei der Sp-Starke keine nennenswerte Druckzunahme. 

Wie aus der Druckzunahme in GefaB 40 hervorgeht, ist die entstanden: 
Glucosemenge bei der P + Sp-Starke in der GréBenordnung dieselbe, wi 
n den Versuchen Sp-Stirke und P-Starke. 


Tabelle VIII. Versuch Serie 1. 





co eee ee ee 21 23 ° 24 25 26 
Se 587 574 610 603 516 
Bakteriensuspension, ccm . . .- 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
' se ‘os ue | Ringerlés. Speiche!l Pankreas- Maltose l Maltose 
05 com Lécung von... -- \ dare) feoment ferment + Pankreas| + Speiche! 
cmm cmm cmm comm = |= cmm 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 
» 10 2 6,3 6,7 7.8 23,5 
— 3.5 9 9,2 10 23 
a 4 11 9,8 11.5 23 
s = 4 11 9,8 12.6 23,5 
» 30 3,5 12 10,4 13 23.5 
» 35 5 13 14 17 24 
» 40 6.5 14.5 16 19 23,5 
. 6.5 14,5 16 22 23,5 
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etzt Tabelle 1X. 

reas Versuch Serie 2. 

) 

re GefiBeNr. . . 2 2 ee eo 43 44 7 40 
in 
- fee. ike 6 Oe ee 607 628 600 5s) 

a Bakteriensuspension, ccm 1,0 1,0 1,0 1.0 

ich. Scom Lésung von... . Maltose Sp-Stirke P-Starke Sp + P-Starke 

cmm cmm cmm cmm 

CCT Nach 0’ 0 0 0 0 

mg » 0 11 8.5 11 

iten . 1 0 13 17.5 20 

an 20 0 15 27.5 30 

ut 25 0,6 15 38 40 

ve . 30 0,6 15 47.5 51 

7 35 1,2 15 59 60.5 

40 1,2 15 70 72 

ae! 45 1,2 16 81 83.5 

Cl 50 2 16 86 88 

ein 55 2 16 88 92 

ter 60 2 17 89 93 

am 65 3 17 90 94 

70 3 17 91 96 
» «0 3 17 91 yy ; 

- . 80 3 17 91 94 

Trit 

“ Wiederholung des Versuchs nach 140 Stunden. Nach Entnahme der 

* zum Versuch nétigen Menge wurden die GefaiBe des obigen Ansatzes in 

= den Brutschrank zuriickgestellt. Nach 140 Stunden wurde der Versuch mit 
demselben Ansatz wiederholt. Sechs GefaiBe wurden angesetzt: drei 

ne GefaBe mit abgebauter Starke, eine Leerbestimmung und zwei GefaiBe mit 
der mit Ferment versetzten Maltose. 

Vie 

Tabelle X. 

_ CE ere os 37 40 42 43 44 34 
a 600 530 580 007 628 490 
Bakteriensuspension. ccm . 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

7 " ms { 5 : P.»+ Spe Maltose Maltose _Ringerlés 

% 0,.5com Lésung von. . . | SpeStirke PsStarke “Starke + Speichel | + Pankreas (Leervers.) 

- cmm cmm cmm cmm cmm cmm 

Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 
10 22 40 39 3.5 i4 2 
15 25 74 69 5 19 3.5 
20 27 M4 104 6 22.5 4.5 
» wo 28,5 87 118 6.5 25 4.5 
» 30 29 89 124 6,5 27.5 5 
» oo 29 92 130 s 30 6 
— 30 96 133 9 33 6 
a ° a 31 97 133 4 36 65 
59 31 98 134 i] 39 65 
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Das Resultat hat sich, wie aus der Tabelle LX zu ersehen ist, gegen 
dem Versuch nach 20 Stunden kaum verindert. Die Druckzunahmen 
iiberall um einige Prozente gewachsen. Die Druckzunahme bei der P-St 
entspricht 0,37 mg Glucose, bei der Sp-Starke ist ebenfalls eine ge: 


Druckzunahme zu verzeichnen, die etwa 0,1 mg Glucose entspricht. [Dj = 
Druckzunahme bei der P + Sp-Starke entspricht 0,5 mg Glucose, liegt also jy ie! 
derselben GréBenordnung. In den GefaéBen mit Maltose + Ferment 


die Druckzunahmen gegeniiber dem Versuch nach 20 Stunden eben/a 
gewachsen. Bak 
Versuch 19. Untersuchung des Starkeabbaues bei gleichzeitiger [i 
wirkung von Speichel- und Pankreasamylase. Dieser Versuch stellt 
Wiederholung des vorigen Versuchs dar. Die Wirkungskraft der beic: 
Fermente war gleich (0,004 Am-E pro Kubikzentimeter Fermentlésuny 
Der Ansatz ist ganz derselbe wie beim vorigen Versuch. Die Maltos 
titration ergab nach 20 Stunden bei der Sp-Starke nach Abzug des Lee: 
wertes fiir 6,75 cem 23,15 mg Maltose. Im ganzen waren demnach 92,6 : 


Maltose aus 125 mg Starke entstanden, gleich 74°... 0,5cem enthielt: 
1,78 mg Maltose. Bei der Titration der P-Starke wurden fiir 6,75 cem nac} 
Abzug des Leerwertes 22,63 mg Maltose gefunden, gleich 73°, Spaltung 


0,5 ccm enthielten 1,75 mg Maltose. Fiir 7,0cem P + Sp-Starke wurden 
nach Abzug des Leerwertes 24mg Maltose gefunden. Im ganzen waren 
96 mg aus 125mg Starke entstanden, gleich 76,8°, Spaltung. 0,5 cc 
enthielten 1,71 mg Maltose. 





a) Versuch in der Warburgapparatur nach 20 Stunden. Be 
Jedes GefaiB wurde wieder mit 1 cem Bakterien und 0,5 cem der ver bas 
schiedenen Lésungen gefiillt: drei GefaBe mit der verdauten Starke, ei Vi 
Leerversuch und zwei GefaBe mit Maltosefermentlésung. u 
“I 
Tabelle Xi. 
zt 
GEL ws 0 0 & 04 ° 42 40 xv 4 43 44 1 
ke Os ; ee 586 530 600 490 607 628 
Bakteriensuspension, ccm . 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1.0 
we - {| Pe+ Sp = Ringerlés. Maltose Maltose 
0,5ccm Lésung von... | Starke P-Starke Sp-Starke (Leervers.) + Pankreas + Speiche 
cmm cmm cmm cmm cmm cmm 
Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 
— 20 18.5 13 0.5 2.5 0 
» BB 35 33 14 1 4 0) 
, 41 39 14 1 5.5 0 
<a 43 41 14.5 1 6.5 0,6 
—— 45 42 14.5 1,5 7 0.6 
— 2 45 42 14.5 2 8 0.6 
. 40 45 42 15 2 8 0.6 


Die Druckzunahmen sind hier noch kleiner als im vorigen Versuch 
Dies ist versténdlich, da ja das Pankreasferment, das hauptsachlich mit 
Maltase verunreinigt war, hier viermal verdiinnter ist. Die Druckzunahny 
bei der P-Starke entspricht 0,16 mg Glucose. Das sind bei 1,75 mg Maltos 
inhalt nur 9%. Die Druckzunahme bei der P + Sp-Starke ist nicht groBer 
als die beiden Posten zusammen. 
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uber b) Versuch in Warburgapparatur nach 140 Stunden. 
Ansatz genau wie vorher. 


Tabelle X11. 





Loy 
sefaBeNg. @ 2. 2 2 eo ee 42 aU 3x 4 43 44 
5N0 50 600 490) 607 628 
Bakteriensuspension, ccm . 1.0 1.0 1.0 1,0 1.0 1.0 
Ei 
: vee sities | Pe + Sp- Ringerlos. Maltose Maltose 
com Lésung von. . - | Starke P-Starke Sp-Starke (Leervers.) + Pankreas| + Speichel 
lile cmm cmm cmm cmm cmm cmm 
Ost Nach 0’ 0 0 0 0 0 0 
10 19 18 22 05 5 2 
mg 15 38 34 85 0.5 65 3 
lt. 20 51 42 40 2 9 45 
, @ 5S 45 40 2 11 45 
a « ~ - 
ae 59 45 41 2 12 4.5 
Pin » 61 49 41 2 13 5 
aon . 40 62 49 41 2.5 14.5 55 
3 16 b 


ren » 62 49 41.5 


Auch hier ist keine merkliche Veranderung gegeniiber dem Versuch 
nach 20 Stunden. Die Druckzunahme bei der P-Starke ist nicht gestiegen. 
Bei der Sp-Starke ist eine unbedeutende Druckzunahme gegeniiber dem 


- vorigen Versuch zu verzeichnen. Auch bei der P + Sp-Starke ist eine kleine 

é VergréBerung der Druckzunahme vorhanden. Sie entspricht 0,236 mg 
Glucose, entsprechend 13,8 °,, der Maltose, gegeniiber 10,6°,, nach 20 Stunden. 
Sie liegt also durchaus innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung. 

Eine iibersichtliche Darstellung der letzten Versuche iiber die gleich- 

—_ zeitige Einwirkung von Speichel- und Pankreasamylase findet man in der 
Tabelle Il. 

t 








Uber eine neue kolorimetrische Bestimmungsmethode 
der Milchsiure im Blute. 


Von 
Zacharias Dische und Daniel Laszlo. 


Aus der Abteilung fiir physiologische Chemie im Wiener physiologische: 
Universitatsinstitut. ) 
(Eingegangen am 2. Juni 1927.) 

Obwohl wir in der Methode von Clausen') zur Bestimmung der 
Milchsaure ein ausgezeichnetes Verfahren besitzen, das eine Bestimmung 
noch in sehr kleinen Mengen gestattet, hat sich doch das Bediirfnis 
nach einer guten kolorimetrischen Bestimmungsmethode immer wieder 
geltend gemacht. Eine solche kann in zweifacher Hinsicht von Vortei 
sein. Zunichst laBt sich bei der Einfachheit des Verfahrens Zeit sparen 
was besonders bei Serienbestimmungen von Vorteil ist; dann kénnt 
aber auch eine kolorimegrische Bestimmung der Milchsaure eine wert. 
volle Erganzung der Clausenschen Methode darstellen, denn bei diesem 
letzteren Verfahren kénnen médglicherweise auch andere Stoffe, di: 
unter der Einwirkung von Schwefelsaure fliichtige, bisulfit bindende Sub- 
stanzen liefern, mitbestimmt werden. Long?) ist sogar der Meinung, dal 
die mit Hilfe des Clausenschen Verfahrens fiir die Milchsaure des Blutes 
erhaltenen Werte um 50 bis 100°, zu hoch sind. Er schlieBt dies aus 
dem Vergleich der nach Clausen erhaltenen Werte mit denen, di: 
er nach einem groben kolorimetrischen, auf der Hopkins-Fletcherschen 
Reaktion fuBenden Verfahren erhalten hat. So sind denn in der letzteren 
Zeit mehrere Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung der Milch- 
siure ausgearbeitet worden. Sie basieren alle auf demselben Prinzip 
und weisen zum Teil schwerwiegende Mangel auf, auf die weiter unten 
eingegangen werden soll. 

Da die Milchsiure, wie wir wissen, im Mittelpunkt des Kohle 
hydratstoffwechsels der tierischen Zelle steht, erschien es uns von 


1) S. W. Clausen, Journ. of biol. Chem. 52, 263 bis 280. 
*) Long, Journ. of physiol. 58, 455 bis 460 
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\Vichtigkeit, eine kolorimetrische Bestimmungsmethode der Milchsaure 
uszuarbeiten, die von den Médngeln der bisher beschriebenen frei wire 
und sich sowohl zur Bestimmung in kleinen Blutmengen wie auch in 
ersuchen tiber Glykolyse der tierischen Organe eignete. Zu diesem Zwecke 
mtersuchten wir eine ganze Reihe gréBtenteils schon bekannter, zum 
eil aber bisher nicht beschriebener Reaktionen der Milchsaiure und 
priiften sie auf ihre Eignung, als Grundlage eines verlaBlichen kolori- 
metrischen Verfahrens zu dienen. 


I. Die bisher beschriebenen kolorimetrischen Methoden. 


Es sind bis heute drei kolorimetrische Verfahren zur Bestimmung der 
Milchsaure beschrieben worden. Die schon im Jahre 1914 von Chelle 
beschriebene Methode basiert auf der Denigésschen Reaktion') der Milch- 
siure; dieses Verfahren ist von Servantie?) im Jahre 1925 neuerlich be- 
schrieben worden. Die Vorschrift fiir die Bestimmung der Milchséure im 
Blute lautet nach Servantie folgendermaBen: Nach EnteiweiBung des 
Blutes wird Il ecem des Filtrats mit 5ccem konzentrierter Schwefelsiure 
inter Kiihlung versetzt, dann 2 Minuten in kochendem Wasserbade erhitzt ; 
nach dem Erkalten 0,1 cem einer 5°, igen Kodeinlésung zugesetzt; es tritt 
eine gelbe Farbe auf, die nach 7 bis 8 Minuten ihr Maximum erreicht. Es 
fallt auf, daB Servantie die Kohlehydrate vor der Bestimmung der Milchséure 
aus dem Blute nicht entfernt. Er begriindet das damit, daB die Kohle- 
hydrate in der Konzentration, in der sie gewohnlich im Blute vorhanden 
sind, die Bestimmung der Milchsaéure nicht beeinflussen. Dies ist aber 
heineswegs der Fall; auch bei der geringsten Beimengung von Kohlehydraten 
in der Milchséurelésung tritt vielmehr eine sehr stérende Anderiing des 
Farbtons der Reaktion in dem Sinne auf, daB die reingelbe Farbe der 
Denigésschen Farbreaktion mehr rosabraun wird. Es i&t voéllig unmdglich, 
die Farbe einer reinen Milchsdéurelésung, die als Standardlésung dient, 
unter diesen Umstéanden mit der Farbe zu vergleichen, die man mit dem 
Blutfiltrat erhalt. Diese Braunfarbung entsteht dadurch, da®B reine Kohle- 
hydratlésungen, mit Schwefelsiure erhitzt, eine braunrote Farbe zeigen 
und da®B diese Farbe sich nach Zusatz von Kodein zu einer Lésung, die 
Kohlehydrate und Milchséure gleichzeitig enthalt, der gelben Farbe der 
Denigésschen Reaktion tiberlagert. Will man also nach dem Verfahren von 
Chelle die Milchséure bestimmen, dann mu8 man die Kohlehydrate vorher 
entfernen (nach Clausen-van Slyke). Durch die Ausfallung mit Kupfer-Kalk 
wird die Denigéssche Reaktion gar nicht beeinfluBt. 

Im Jahre 1920 beschrieb Harrop*) eine Methode zur kolorimetrischen 
Bestimmung der Milchséure. Nach EnteiweiBung des Blutes und Ent- 
fernung der Kohlehydrate nach Clausen-van Slyke wird 1 cem des Blut- 
filtrats mit 4ccm Schwefelséure durch 2 Minuten erhitzt und nach dem 
Erkalten mit 0,1 cem einer alkoholischen 5°, igen Guajakollésung versetzt; 
nach einigen Minuten entsteht eine rosa Farbe, die kolorimetrisch gemessen 
wird. 


1) G. Denigés, Bull. Soc. Chim. de France 5, 647 bis 649, 5/6. 
2) L. Servantie, C. r. de la soc. de biol. 92, 700, 1925. 
8) Harrop, Ch. Z. 1921, IV, 93. 
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Die Methode von Goldscheider und Mendel'), die zuletzt bek 
geworden ist, ist der Harropschen vollkommen ahnlich, nur wird stat 
Reaktion der Milchsiure mit Guajakol diejenige mit dem hom 
Veratrol zugrunde gelegt. 

Diese drei bisher bekannt gewordenen Verfahren weisen folg 
sli auf: 


. Bei den fiir die praktische Verwendung in Betracht kommendey 


sehr Pond n Milchséurekonzentrationen von 0,001 bis 0.002 ist dj 
Farbreaktion bei allen drei in Betracht kommenden Methoden s¢}, 


schwach. In dieser Hinsicht ist die Goldscheider-Mendelsche den zwe; 


anderen tiberlegen. 

Die Farbreaktionen, die allen drei erwaihnten Methoden 2, 
grunde liegen, verandern sich sowohl in bezug auf den Farbton wie auf 
die Farbintensitat sehr rasch mit der Zeit, so daB immer in einem gewisse; 
Zeitpunkt nach Ansetzen der Reaktion kolorimetriert werden mui 
was sich besonders dann unangenehm bemerkbar macht, wenn man 
mehrere Proben auf einmal ansetzen will. 

3. SchlieBlich ist als wichtigster Nachteil die hochgradige Ab. 
hangigkeit der erwahnten drei Farbreaktionen von Beimengungen 
verschiedener organischer, schon in kleinsten Spuren vorkommender 
Substanzen. Die Reaktion mit Veratrol wird nach Goldscheider wn 
Mendel schon durch ganz kleine Mengen von Eiweif und Eiweif. 
abbauprodukten véllig unterdriickt; die von Denigés wird zwar dure 
Gegenwart von Eiweib, wie wir durch Beimischung von Natrium 
caseinat zur Milchsaiurelésung festgestellt haben, nicht beeinflutt 
woh! aber durch andere organische und anorganische Beimengungen 
So haben wir z. B. festgestellt, daB, wenn man die Denigéssche Reaktion 
mit dem Acidum sulfuricum pro analysi acidi lactici (Kahlbaum) ansetzt 
die gelbe Farbe tiberhaupt nicht erscheint, wihrend es bei Verwendung 
der gewéhnlichen Schwefelsaure (wir benutzten die ,,AuBiger** Schwefel- 
siure, die uns von der Osterreichischen Heilmittelstelle geliefert wurd: 
immer gelingt. Offenbar spielt also irgend eine in kleinen Mengen 
vorkommende Verunreinigung der Schwefelsiure bei dem Zustande- 
kommen der Denigésschen Reaktion eine Rolle. 


Il. Verhalten der Milchsiure gegeniiber Thiophen. 

Als wir daran gingen, eine kolorimetrische Bestimmungsmethod« 
der Milchséure auszuarbeiten, die von den oben erwahnten Mangeln 
frei sein sollte, haben wir zunaichst unser Augenmerk mit Riicksicht 
auf die Versuche von Long auf die als qualitative Reaktion angegeben 
Fletcher-Hopkins sche Reaktion*) gerichtet. 


') Diese Zeitschrift 164, 163 bis 174, 1925. 
2) W.M. Fletcher und F. Gowland Hopkins, Journ. of Physiol. 35, 
247 bis 309, 27/3. 
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Diese Autoren fiihrten die Reaktion folgendermaBen aus: Etwas Milch- 
jure wird mit einem Tropfen konzentrierter CuSO,-Lésung versetzt, dann 
einiwe Kubikzentimeter konzentrierter H,SO, hinzugefiigt, in kochendem 
Wasserbad 2 Minuten erhitzt, nach dem Erkalten 1 bis 2 Tropfen einer 
koholischen Thiophenlésung dazugegeben und nochmals im Wasserbad 
‘cum Auftreten einer kirschroten Farbe erhitzt. 


bis 


Wir sind bei der Priifung dieser Reaktion so vorgegangen, da’ wir 
(.lcem einer 0,01- bis 0,03°, igen Lésung von milchsaurem Lithium mit 
festem Kupfersulfat versetzten, H,SO, und nach dem Erhitzen 0,1 cem 
einer 1°, igen alkoholischen Thiophenlésung hinzufiigten. Es trat unter 
diesen Umsténden immer eine braune Farbe auf, die nach nochmaligem 
Erhitzen dunkler wurde. Bei wiederholten Versuchen haben wir niemals 
lie von Hopkins und Fletcher beschriebene rote Farbe erhalten. Dies ver- 
anlaBte uns, die Bedingungen der Reaktion nach verschiedenen Richtungen 
zu variieren, wobei es sich herausstellte, daB fiir eine bestimmle Konzentration 
der Milchsdurelésung es immer eine bestimmte Grenzkonzentration der hinzu- 
geliigqten Thiophenlésung gibt, oberhalb welcher immer die braune Farbe 
auftritt. Unterhalb dieser Grenzkonzentration tritt dagegen immer die 
rote Farbe der Fletcher-Hopkinsschen Reaktion auf; dabei ist Anwesenheit 
les Kupfersalzes fiir das Auftreten der roten Farbe nicht unbedingt not- 
wendig, wenn auch die Intensitaét der Farbreaktion durch die Kupferionen 
verstarkt wird. Wird z. B. je 1 cem von verschiedenen Milchsaéurelésungen, 
deren Konzentration zwischen 0,005 bis 0,020°, variiert, mit 4 bis 8 cem 
konzentrierter Schwefelséure versetzt, 4 Minuten in kochendem Wasserbad 
erhitzt und nach dem Erkalten mit 0,1 cem einer 0.125°, igen alkoholischen 
Thiophenlésung versetzt, so wird die Probe, deren Milchséurekonzent ration 
0,005 war, die braune Farbe zeigen, da bei dieser niedrigen Milchséure- 
konzentration schon die Konzentration von 0,125°, des zugesetzten Thio- 
phens oberhalb der oben erwihnten Grenze liegt. Die Probe mit der Kon- 
zentration 0,020%iger Milchsiuye dagegen zeigt eine schéne rcte Farbe, 
da hier die Grenzkonzentration der Thiophenlésung noch nicht erreicht 
ist. Die Probe mit der Konzentration 0,010°,iger Milchsiure dagegen 
zeigt eine Mischfarbe von Rot und Braun. Die Abhangigkeit der Farb- 
reaktion von der Relation der Konzentration des zugesetzten Thiophens 
und der Milchséure kann man auch so demonstrieren, daB man die Thiophen- 
lésung zum Reaktionsgemisch tropfenweise hinzufiigt und nach dem Zufiigen 
eines jeden Tropfens eine Zeitlang wartet, bis die Farbreaktion sich voll 
ausgewirkt hat. Ist die Thiophenlésung geniigend verdiinnt, so tritt zu- 
naichst die rote Farbe der Fletcher-Hopkinsschen Reaktion auf, diese wird 
um so starker sein, je mehr Thiophen man hinzugefiigt hat, so lange, als die 
Konzentration des Thiophens im Fliissigkeitsgemenge unterhalb der Grenz 
konzentration bleibt. Ist aber diese Grenze erreicht, dann rufen die folgenden 
Tropfen der Thiophenlésung keine Verstaérkung der roten Farbe hervor, 
sondern es tritt ein Farbenumschlag ein, indem plétzlich ein brauner Farbton 
auftritt, der nun seinerseits mit der Zunahme der Thiophenkonzent ration 
sich verstarkt. Da®B Fletcher und Hopkins das Vorhandensein dieser Grenz- 
konzentration iibersehen haben, diirfte daher kommen, daB sie mit so kon- 
zentrierten Milchséurelésungen gearbeitet haben, daB bei Hinzufiigen von 
| bis 2 Tropfen der 1°, igen Thiophenlésung zum Reaktionsgemisch die 
Grenzkonzentration des Thiophens in demselben noch nicht tiberschritten 
war. Wir sehen also, daB sich die Fletcher-Hopkinssche Reaktion wesentlich 
anders verhalt als diejenigen Reaktionen, die den verschiedenen kolori- 
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metrischen Bestimmungsmethoden zugrunde liegen. Denn bei diesen wip 
in der Regel dasjenige Reagens, mit dem der zu bestimmende Stoff reagicrey 
soll, in Uberschu8 hinzugefiigt und auf diese Weise das Maximum (de 
Farbintensitat erzielt, pei der Fletcher-Hopkinsschen Reaktion hebt abe; 
der UberschuB des Thiophens die Reaktion auf. Zur Erzielung des Maximus 
der Farbintensitét mu®8 je nach der vorhandenen Menge Milchsaure ein, 
verschiedene Menge von Thiophen hinzugesetzt werden; man kann also di; 
Fletcher-Hopkinssche Reaktion nur dann zur kolorimetrischen Bestimmung 
der Milchséure verwenden, wenn man zu jeder einzelnen Probe gerade so 
Thiophen hinzufiigt, daB das Maximum der Farbe erreicht wird. 

Dies kann z. B. auf folgende Weise bewerkstelligt werden: Wenn 
wir eine Lésung A in bezug auf ihre Milchséurekonzentration mit eine 
Lésung B vergleichen wollen, so geben wir von der Lésung A je | com 
in zwei verschiedene Eprouvetten und ebenso von der Lésung B. Jed 
Eprouvette wird mit einer entsprechenden Menge Schwefelsaure versetzt 
und 2 Minuten im Wasserbad erhitzt und dann abgekiihlt. Nun wird 
eine Lésung von 0,125°%,igem Thiophen in folgender Weise aus einer 
Mikrobiirette hinzugefiigt : In die zwei Proben jeder der zu vergleichenden 
Lésungen wird je ein Tropfen der Thiophenlésung hinzugefiigt, um- 
geschiittelt und eine Zeitlang gewartet, bis die rote Farbe auftritt 
Nun wird in eine der zwei Eprouvetten, in der sich die betreffende 
Lésung befand, ein weiterer Tropfen Thiophenlésung einfallen gelassen 
und diese Eprouvette mit der anderen verglichen. Die Lésung, di 
um einen Tropfen mehr Thiophen enthalt, erscheint im ersten Moment 
brauner als die andere. Diese braune Farbe schwindet aber bei nicht 
zu geringer Konzentration der Milchséiure nach einiger Zeit und die 
Lésung erscheint nicht mehr brauner, sondern intensiver rot als die, die 
einen Tropfen weniger Thiophen enthalt. Jetzt fiigt man auch in dis 
zweite Eprouvette eihen Tropfen Thiophen hinzu, nach einiger Zeit 
erscheinen dann beide Lésungen gleich intensiv rot gefarbt. Diese 
Prozedur wird so lange wiederholt, bis diejenige Lésung, die einen Tropfen 
Thiophen mehr enthalt, nicht nur im ersten Moment, sondern dauernd 
brauner erscheint als die andere. Jetzt enthalt die Lésung, die einen 
Tropfen weniger Thiophen hat, gerade so viel Thiophen, als zur Ent- 
wicklung des Maximums der Farbintensitaét notwendig ist. Auf diesel! 
Weise versetzten wir auch die zweite Milchséurelésung B mit der ent- 
sprechenden Menge Thiophen und kénnen dann die beiden Lésungen 
miteinander kolorimetrisch vergleichen. 

In dieser Weise untersuchten wir nun die Fletcher-Hopkinssche 
Reaktion auf ihre Abhangigkeit: 1. von der Konzentration der Schwefel- 
siure, 2. Dauer des Erhitzens, 3. von der Milchséiurekonzentration, 
4. Spezifitat fiir Milchsaure. 


Zu 1. Man muB8 mindestens zu 1 cem Milchséiurelésung 4 cem H,S0, 
hinzufiigen, damit die Reaktion auftritt. Steigert man den Zusatz von 
H,S0O,, so verstarkt sich die Farbe. Bei einem Verhiltnis 1 cem Lésung 
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écem Schwefelséure erreicht die Intensitét ihr Maximum, sinkt dann 
aber nur wenig mit steigender Schwefelsiurekonzentration. Bei allen 
weiteren Versuchen fiigten wir zu 1 cem Lésung 6 cem Schwefelséure hinzu. 

Zu 2. 4 Minuten langes Erhitzen geniigt, um das Maximum der Farbe 
zu erzielen. Weiteres Erhitzen andert an der Farbe dann nichts mehr. 

Zu 3. Die Reaktion tritt noch bei einem Milchséuregeha!t von 0,002 °, 
deutlich auf. Wir untersuchten die Abhangigkeit der Farbintensitat von der 
Milchséurekonzentration im Bereich von 0,002 bis 0,02°,. Es zeigte sich, 
dai keine strenge Proportionalitaét besteht zwischen Farbintensitét und 
Milchséurekonzentration ; die Abweichung ist nicht sehr groB. Eine Lésung 
yon 0,02°, verhielt sich zu einer Lésung von 0,01°, nicht wie 20: 10, 
sondern wie 20:11. Dies hangt wahrscheinlich damit zusammen, dab 
Thiophen selbst mit Schwefelsiure eine schwache, braune Eigenfarbe 
zeigt. Diese Eigenfarbe addiert sich zu der Farbe der Fletcher-Hopkinsschen 
Reaktion und macht sich natiirlich bei den schwacheren Lésungenstarker 
veltend als bei den konzentrierteren. 

Zu 4. Die Fletcher-Hopkinssche Reaktion ist fiir die Milchséiure nicht 
spezifisch. Auer Paraldehyd, auf dessen Entstehung aus Milchséure ja 
lie Reaktion beruht, zeigte auch der kéufliche Formaldehyd und das 
Methylglyoxal diese Reaktion. Dagegen gibt Acetaldehyd mit Thiophen 
keine Rotfarbung, sondern eine braune Farbe, ebenso die Kohlehydrate. 
Eine Reihe anderer Substanzen reagieren gleichfalls mit Thiophen, siehe 
Absehnitt V, Tabelle I. 

Nachdem, wie aus den obigen Untersuchungen zu ersehen, die 
Fletcher-Hopkinssche Farbreaktion nur in der Form eines ziemlich 
umstandlichen Verfahrens zur quantitativen Bestimmung der Milch- 
sure verwendet werden kann, priiften wir auch die braune Farbreaktion, 
die eine Milchséurelésung mit konzentrierter Schwefelsaure und einem 
UberschuB von Thiophen gibt. Erhitzt man 1 cem einer Milchsaure- 
lisung mit 3 bis 7 ccm konzentrierter Schwefelsiure durch 5 Minuten 
im kochenden Wasserbad und kiihlt nachher die Probe ab, setzt hierzu 
0.1 cem einer 1 igen alkoholischen Thiophenlésung, so entsteht, wenn 
der Milchséuregehalt der Probe unter 0,05 °, ist, eine gelbbraune Farbe. 
Erhitzt man nun diese gefairbte Lésung ein zweites Mal, so verstarkt 
sich diese Farbe unter gleichzeitiger Anderung ihres Farbtons, die 
Farbe wird mehr braun. 

Die na&ihere Untersuchung dieser Reaktionen ergab folgendes: Sie 
weisen eine weitgehende Ahnlichkeit mit der spater zu beschreibenden 
Hydrochinonreaktion auf, welche sich auch auf die Spezifitatsverhaltnisse 
lerselben erstreckt. Fiir eine quantitative Bestimmung der Milchséure 
eignet sich jedoch die Hydrochinonreaktion der Milchsdure besser, und zwar 
schon aus dem Grunde, weil die Eigenfarbe, die das Thiophen mit destil- 
liertem Wasser und H,SO, (besonders bei Zusatz des Kupfersalzes) gibt, 
bei ihr viel starker ist, als es bei der Hydrochinonreaktion der Fall ist. 
Ohne Kupferzusatz gibt das Hydrochinon mit Schwefelsiure und Wasser 
iiberhaupt keine Eigenfarbe. Auch ist die bei der Thiophenreaktion ent- 
standene Farbe vor allem bei der ersteren der beiden Reaktionen  un- 
bestandiger; sie bekommt nach einigen Stunden Stehen einen etwas 
schmutzigen Farbton. 
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Ill. Verhalten der Milehsiiure gegeniiber Hydrochinon. 


Von den Reaktionen der Milchséiure mit Phenolen und Schwefel. 
saure erwies sich nur die Hydrochinonreaktion fiir eine quantitatiy, 
kolorimetrische Bestimmung der Milchsaure als geeignet. Diese Reakt ion 
wird qualitativ folgendermaBen ausgefiihrt : 1 cem der Milchsaurelisiiny 
wird mit 3 cem oder mehr konzentrierter H, SO, unter Kiithlung versetzt 
Dann wird zur Probe 0,1 cem einer alkoholischen Hydrochinonlésung 
hinzugefiigt und dieselbe in kochendem Wasserbad einige Minuten 
erhitzt. Als Reaktionsprodukt tritt ein orange-brauner Farbstoff auf 


Wir gingen nun daran, die Reaktionsbedingungen der Milchsiiure 
mit Hydrochinon zu untersuchen und kamen hierbei zu folgenden 
Ergebnissen: 

1. Dauer des Erhitzens. 


Wird die schon mit H,S0O, und Hydrochinon versetzte Milchsiiure- 
lésung 15 Minuten in kochendem Wasserbad erhitzt, so erlangt die Probe 
ihre maximale Farbintensitat, bei weiterem Erhitzen bleibt diese Farl» 
konstant. 

2. EinfluB der Sdurekonzentration. 


Zu einem Teil Milchséurelésung mu man mehr als 2 Teile konzentrierter 
H,SO, hinzufiigen, damit die Farbreaktion tiberhaupt auftritt. Die Farb 
intensitaét steigt zundchst mit der Konzentration der H,SO, an, bei den 
Verhaltnis lcem Milchséurelésung:4ccm konzentrierter H,SO, wird 
das Maximum erreicht, bei dem Verhaltnis 1 : 5 ist die Farbstarke die gleich 
wie beim Verhialtnis 1:4. Steigt man nun mit der Konzentration der 
Schwefelséiure noch weiter an, so vermindert sich die Intensitat der Farb- 
reaktion, bei der Reaktion 1 ccm Milchsaéurelésung: 8 cem konzentrierte1 
Schwefelsaéure ist die Reaktion schon sehr schwach. 


3. EinfluB der Hydrochinonkonzentration. 


Die Versuche iiber den Einflu8 der Hydrochinonkonzentration wurden 
auf Grund obiger Feststellungen beziiglich der Zeitdauer des Erhitzens 
und H,SO,-Konzentration so angesetzt, daB eine Reihe von Eprouvetten 
mit je 1 cem einer 0,01°, igen Milchséurelésung und unter Wasserkiihlung 
mit 4cem konzentrierter H,SO, versetzt wurden und je 0,1 cem einer 
alkoholischen Hydrochinonlésung verschiedener Konzentration zu dieser 
Proben hinzugefiigt worden sind. Die Proben wurden sodann 15 Minuten 
n kochendem Wasserbad erhitzt. 

Es zeigte sich hierbei ein rasches Ansteigen der Farbintensitaét der 
einzelnen Proben mit der Konzentration des Hydrochinons bis zu einer 
Konzentration von 10°, Hydrochinon. Eine weitere Erhéhung der Hydro- 
chinonkonzentration bis zu 25°, anderte die Farbstarke nicht. Fiir unsere 
spiteren Versuche haben wir schon aus diesem Grunde eine 20° ige 
alkoholische Hydrochinonlésung verwendet. Da bei so hoher Konzentration 
die zugesetzte Hydrochinonmenge in gewissen Grenzen schwanken dart, 
was beim Pipettieren von 0,1 cem gewiB vorkommen kann, ohne da hierbe: 
die Intensitét der Reaktion Schwankungen unterworfen ware, ist diese! 
Umstand fiir den Ausfall der Reaktion von Bedeutung. 
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!. EinfluB der Cu- und Ca-lIonen auf die Intensitat der Farbreaktion. 


Indem Kohlehydrate, mit H,SO, und Hydrochinon erhitzt, ebenfalls 

Braunfarbung geben, muB ihre Entfernung jeder Bestimmung der 
Milchséure mit Hilfe dieser Farbreaktion vorangehen. Dies geschieht jetzt 
allgemein mit Hilfe der Clausen-van Slykeschen Fallung mit Kupfersulfat 
und Caleiumhydroxyd. Nach dieser Fallung befinden sich jedoch im Filtrat 
kleine Beimengungen von Kupfer- und Kalkionen. Aus diesem Grunde 
mubten wir den EinfluB derselben auf die Farbintensitaét der Reaktion 
untersuchen. Wir haben hierdei zwei Reihen von Versuchen angesetzt: 

a) In der ersten Serie setzten wir zu je 1 cem einer Milchséurelésung 
je 0,lcem verschieden konzentrierter CuSO,-Lésung (0,001- bis 25°, ig) 
baw. CaCl, (0,1- bis 10°, ig), stellten die Reaktion in der iiblichen Weise 
an und verglichen die Farbe mit einer Kontrolle, zu der wir 0,1 cem de- 
stillierten Wassers dazugesetzt haben. Das Calciumsalz war auf die Qualitdat 
und Intensitadt der Farbe ohne jeglichen EinfluB. Das Kupfersulfat anderte 
dagegen die Farbe betrachtlich in dem Sinne, daB neben dem Orangebraun 
jetzt nun auch ein schwacher, griingelber Ton auftrat. Die Intensitdt der 
Reaktion war wesentlich vermehrt, und zwar um so mehr, je héher die Kon- 
zentration des zugesetzten Kupfersalzes war. Bei einer Konzentration des 
Kupfersalzes von 10°, trat ein Maximum der Farbstarke auf. Dieselbe 
war etwa doppelt so stark als in der Probe, zu der kein Kupfer dazugesetzt 
worden ist. Erhéhten wir nun die Kupferkonzentration bis auf 25°, so 
anderte sich weder der Farbton, noch die Farbintensitat. 

b) In der zweiten Serie fiihrten wir bei Milchséiurelésungen bekannter 
Konzentrationen die Clausen-van Slykesche Kupferkalkfallung aus und 
verglichen die Farbstarke und Qualitat dieser Filtrate mit Milchséure- 
josungen gleicher Konzentration. Auch hierbei zeigte es sich, daB die Proben, 
die vorher gefallt wurden, demnach also Spuren yon Kupfer enthielten, 
eine etwas andere Farbreaktion erzeugten, als die Kontrollen ohne jegliche 
Fallung. 

5. Verhalten der Hydrochinoneigenfarbe. 

Unter Eigenfarbe verstehen wir die Farbe, die die Reagenzien 
ohne Beigabe des zu untersuchenden Substrats, im vorliegenden Falle 
der Milchsaure, an sich schon geben. Setzt man einen Versuch mit 
reinem destillierten Wasser ohne jeglichen Kupferzusatz oder Fallung 
nach Clausen-van Slyke in der vorher beschriebenen Art mit Hydro- 
chinon an, so zeigt sich selbst beim Durchblick in der Richtung der 
Lingsachse der Eprouvette nicht die geringste Eigenfarbe. Fiigt man 
hingegen dem destillierten Wasser etwas CuSO, hinzu oder fiihrt die 
Fillung in demselben nach Clausen-van Slyke aus, wie wenn Milchsaure 
und Kohlehydrate dabei waren, so tritt nach Beendigung der Reaktion 
eine ganz leichte griingelbe Eigenfarbe auf, die beim Durchvisieren in 
der Richtung der Achse der Eprouvette eben deutlich wahrnehmbar 
ist. Da bei physiologischen Untersuchungen wohl einer jeden Milch- 
siurebestimmung eine Entfernung der Kohlehydrate vorangehen muB. 
untersuchten wir das Verhalten dieser Eigenfarbe unter verschiedenen 
Bedingungen. Es war ja doch vorauszusehen, daB an der Starke der 
Farbreaktion, besonders bei geringeren Milchsdurekonzentrationen, 
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diese Eigenfarbe einen gewissen Anteil fiir sich in Anspruch nehme; 
diir fte. 

Es wurde festgestellt, daB die H,SO,-Konzentration die Eigenta 
des kupferhaltigen Wassers in demselben positiven Sinne beeinfluBt, 
die Farbreaktion einer Milchséiurelésung. Die Starke der Eigenfarbe 
auch anfangs in direkter Proportion zur Konzentration der zugesetzt 
Kupfersalzlésung, sie fdallt dagegen mit dem Ansteigen der Konzentratio» 
Hydrochinonlésung. Im weiteren Verlauf unserer Versuche stellten wir a 
die Proben so an, daB wir zu 1 ecem Milchséurelésung stets 0.1 cem eine 
10°, igen CuSO,-Lésung hinzugefiigt haben und dann noch 0,1 cem eine 
20°, igen Hydrochinonlésung. Es ist also diejenige Hydrochinonkonz) 
tration, die sich fiir die Intensitat der Milchséurereaktion am giinstigstey 
erwies, auch vom Standpunkte der Eigenfarbe zweckmaBig. Dagegen wiire ex 
nicht von Vorteil, mit der Kupfersalzkonzentration herunterzugehen, wu 
die Eigenfarbe noch weiter abzuschwachen, da die durch Kupfer verstarkt: 
Milchséurefarbreaktion in diesem Falle noch viel mehr darunter zu leider 
hatte als die Eigenfarbe. 


6. EinfluB der Milchsdéurekonzentration auf die Intensitat der Farbreaktio) 

Wir untersuchten das Verhaltnis von Farbstarke zur Milchsiure- 
konzentration im Bereich von 0,001 bis 0,020 °,, und zwar a) an reinen 
Milchséuresalzlésungen, denen wir kein Kupfer zugesetzt haben, b) an 
Milchséuresalzlésungen, die auf 1 em*0,1 cem 10 °,ige Kupfersulfatlésung 
enthielten, c) an Milchsaéuresalzlésungen, die nach Clausen-van Slyke, wi: 
wenn Kohlehydrate vorhanden gewesen wiren, gefallt wurden. 

Zu a). Im Bereich von 0,001 bis 0,020°, Milchséure erwies sic} 
die Farbreaktion dem Milchstiuregehalt der Lésung vollkommen  pro- 
portional. 

Zu b). Es zeigte sich hierbei eine Abweichung von der Proportiona- 
litat zwischen Milchséuregehalt und Farbstarke in dem Sinne, dab die 
schwachere Lésung stets etwa starker erschien, als es bei vollkommenet 
Proportionalitat der Fall sein diirfte. Diese Abweichung von der 
Proportionalitat war um so deutlicher, je kleiner der absolute Milch 
siuregehalt der untersuchten Lésungen war. Dieser Umstand, sowi 
obige Versuche (s. Punkt 5), machte es uns sehr wahrscheinlich, dab 
diese Abweichung von der Proportionalitat auf die wenn auch noch so 
geringe Eigenfarbe zu beziehen ist. Es war also zu erwarten, dab dic 
Milchsaurereaktion in jedem Konzentrationsbereich proportional aus 
fallen wiirde, falls es uns gelingt, diese Eigenfarbe irgendwie zu kom- 
pensieren. Ohne diese Kompensation betragt die Abweichung von 
der Proportionalitét im Konzentrationsbereiche von 0,01 bis 0,02° 
etwa 10%. Die gewéhnlichen, meist gebrauchten Kolorimeter besitzen 
keine Vorrichtung zur Kompensation der Eigenfarbe der Lésung. Mit 
Hilfe eines sehr einfachen Verfahrens ist es jedoch méglich, diesel! 
vollstandig auszuschalten. 
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Wird z. B. in einem Dubosg-Kolorimeter eine Lésung mit einer 
doppelt so starken verglichen, so wiirden fiir den Fall, daB die Farb- 
reaktion der Milchsdure als solche dem Milchsauregehalt entspricht 
md das Lésungsmittel keine Eigenfarbe besitzt, bei Einstellung des 
Kolorimeters auf Farbengleichheit die Lichtstrahlen in den Trog der 
schwacheren Lésung eine doppelt so lange Fliissigkeitsschicht zu passieren 
haben, als in dem der starkeren Lésung. Ist aber das Lésungsmittel an 
sich schon, wenn noch so schwach, gefarbt, dann wiirden in vorliegendem 
Falle beide Gesichtsfelder bei der eben erwahnten Einstellung der 
Teile nicht mehr gleich erscheinen. Die Farbe des Lésungsmittels 
Eigenfarbe) ist ja doch in beiden Lésungen gleich, und da in dem Trog 
mit der schwacheren Lésung die Lichtstrahlen einen doppelt so langen 
Weg passieren, so wiirde die Eigenfarbe bei der schwacheren Lésung 
sich zweimal so stark geltend machen, d.h. die schwichere Lésung 
miipte starker erscheinen, als es ihrem Milchsduregehalt entspricht. Dieser 
Fehler wird offenbar um so gréBer sein, je ungleicher die beiden ver- 
glichenen Farblésungen sind. Es ergibt sich daraus der SchluB, daB 
man in solchen Fallen, wie ja tiberhaupt prinzipiell in der Kolorimetrie, 
nur Lésungen miteinander einigermaBen vergleichen kann, deren 
Konzentration an Milchséure nicht weit voneinander entfernt liegen. 
Soll man sehr verschieden starke Lésungen kolorimetrisch miteinander 
vergleichen, so muB die starkere Lésung zunichst so weit verdiinnt 
werden, daB sie sich von der schwacheren nur wenig oder tiberhaupt 
nicht unterscheidet. Die genaue Feststellunz, ob man durch diese 
Verdiinnung tatsachlich Farbengieichheit erreicht hat, kann dann im 
Kolorimeter erfolgen. Bei der Gelegenheit méchten wir betonen, daBb 
uns die Methode, zwei Farblésungen in absolut gleichen Eprouvetten 
im Walpoleschen Komparator auf Farbgleichheit mit der Verdiinnungs- 
fliissigkeit einzustellen und die Farbdifferenz aus der Anzah! von Kubik- 
zentimetern, die man mittels einer auf Hundertstel graduierten Pipette 
der starkeren Lésung aus der Verdiinnungsfliissigkeit bis zur Farb- 
gleichheit hinzufiigen muB, als fiir physiologische Zwecke gentigend 
exakt erwies. Wir haben uns in vielen Fallen davon tiberzeugt, daB 
die Beurteilung der Farbgleichheit auf diese Art fast mit derselben 
Exaktheit erfolgt, als es im Kolorimeter der Fall ist. 

Die Verdiinnung muB jedoch so erfolgen, daB nur der fiir die 
eigentliche Reaktion charakteristische Farbstoff, nicht jedoch der der 
Eigenjarbe des Lésungsmittels, verdiinnt wird. In unserem Falle hat 
also die Verdiinnung durch Hinzufiigen einer entsprechenden Anzahl 
von Kubikzentimetern der Leerprobe (die durch Versetzen mit 1 cem 
Aqua dest. und 0,lcem 10°%,iger CuSO, und 4cem konzentrierter 
H,SO, und 0,1 cem 20°,igem Hydrochinon gleichzeitig mit den abrigen 
Proben 15 Minuten erhitzt wird) zu erfolgen. Beispiel: Haben wir eine 
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Lésung von 0,010°% Milchséure mit einer von 0,005°%, zu vergleiche; 
und stellen wir das Prisma des Kolorimeters in der starkeren Lésiny 
auf 10 ein, so wird das Prisma in der schwacheren Lésung nicht auf 20) 
sondern auf etwa 18 eingestellt werden miissen, um Farbengleichheit 
zu erzielen. Verdiinnen wir nun die starkere Lésung mit dem gleichey 
Volumen einer Leerprobe und steht das Prisma des Kolorimeters jetzi 
in beiden Proben auf 10, so ist dies ein Beweis dafiir, daB fiir diy 
Abweichung von der Proportionalitat nur die schon erérterte Eigenfar|, 
verantwortlich zu machen ist. Wir haben nun auf diese Weise cin, 
Anzahl von Serien untersucht und kamen dabei zu dem Resultat, da 
die Milchsdurereaktion dem Gehalt an Milchsdure innerhalb der Fehler. 
grenze einer kolorimetrischen Bestimmung proportional ist. 


Es ergibt sich also, daB die Abweichung von der Proportionaliti: 
zwischen Milchsiurekonzentration und Farbstarke nur eine scheinbar 
ist, und zwar dadurch hervorgerufen, daB zur eigentlichen Farbreaktion 
der Milchséure die Eigenfarbe sich hinzuaddiert und daB dieser Fehle: 
durch das oben angegebene Verdiinnungsverfahren eigentlich voll. 
stindig kompensiert werden kann. Die Kolorimetrie kann _hierbei 
sowohl in einem Kolorimeter als auch mit kaum verminderter Genauig 
keit in einem gewéhnlichen Walpolekomparator erfolgen. 


Zu c). Werden Milchsaurelésungen verschiedener Konzentration 
nach Clausen-van Slyke gefallt und die Zentrifugate dieser Fallungen 
in bezug auf ihren Milchsduregehalt kolorimetrisch miteinander ver 
glichen, so zeigt sich auch hier, da3 schwachere Lésungen stiarker 
gefarbt erscheinen, als es dem Proportionalitatsverhaltnis entsprechen 
wiirde. Allerdings ist die Abweichung von der Proportionalitat in 
diesem Falle geringer als im Falle unter b). Auch hier beruht diese 
Abweichung auf einer Addition der Eigenfarbe zur eigentlichen Milch 
siurefarbe und kann auf dieselbe wie oben beschriebene Art kom. 
pensiert werden; die Leerprobe muB in diesen Fallen mit destilliertem 
Wasser angesetzt werden, das vorher nach Clausen-van Slyke gefillt 
wurde. 


7. Bestdndigkeit des bei der Farbreaktion erhaltenen Farbstoffs. 


LaBt man die bei der Milchsiure-Hydrochinonreaktion entstandenen 
Farblésungen mehrere Stunden stehen, so werden sie etwas dunkler 
auch der Farbton erleidet eine geringfiigige Verainderung. Doch be. 
riihren weder die Verstarkung der Farbe noch die Anderung ihre: 
Qualitat das Verhaltnis der Farbstarke einzelner Lésungen unter 
einander. Verhalten sich die Farbstarken zweier Proben gleich nach dew 
Ansatz derselben wie 1: 2, so ist dieses Verhdltnis selbst nach 24 stiindigem 
Stehen desselben genau dasselbe. 
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8. Spezifitat der Reaktion. 

Die Reaktion mit Hydrochinon ist fiir die Milchsaure nicht spezifisch. 
Vor allem reagieren, wie langst bekannt'), Aldehyde wie Acetaldehyd, 
Paraldehyd, Methylglyoxal. Das Dioryaceton gibt ebenfalls eine 
Reaktion. Auch der Traubenzucker erzeugt eine Braunfirbung. Die 
Starke der Braunfirbung durch Traubenzucker ist in hohem Grade 
von der Konzentration der H,SO, abhangig, und zwar wachst die 
Starke der Reaktion bis zu einem gewissen Grade um so mehr, je 
wringer die Konzentration der H,SO, ist. Bei der Schwefelsaure- 
konzentration, die sich fiir die Farbreaktion der Milchséiure am zweck- 
maBigsten erwies, ist die Farbstarke, die man mit Traubenzucker 
erhalt, stebenmal schwdcher als die Farbstdrke einer Milchsdurelésung 
von derselben Konzentration (0,1 °,, Traubenzucker gibt bei der Schwefel- 
siurekonzentration leem Lésung: 4cem konzentrierte H,SO, eine 
Reaktion wie 0,014°, Milchsaéure). Beziiglich des weiteren Verhaltens 
dieser Stoffe verweisen wir auf die in Abschnitt V folgende Tabelle, 
woselbst auch das Verhalten einer Reihe anderer Substanzen dargestellt 
wird. AuBer diesen Stoffen aldehyd- oder ketonartiger Natur (Dioxy- 
aceton) geben noch eine Reihe anderer organischer Substanzen eine 
im Verhaltnis zur Milchsaéure sehr schwache Braunfaérbung mit Hydro- 
chinon. So gibt z. B. eine 1°,ige Glycerinlésung dieselbe Farbe wie 
eine Lésung von 0.016°, Milchsiure. Eine 1°,ige B-Oxybuttersdure- 
lisung reagiert mit einer Braunfarbung wie eine 0,003 °,ige Milchsaure- 
lisung. Aceton, Acetessigsdure reagieren tiberhaupt nicht. Aminosduren, 
Harnsto{f, Harnsdure, Kreatin, Kreatinin, eine 5°,ige Caseinlésung 
und Caseinsdurehydrolysate geben keine Farbreaktion. Auch wenn man 
diese Stoffe, welche im Blute und in den Organen vorkommen, mit 
Milchséurelésungen in dem Verhaltnis mischt, wie dies im Blute nach 
den Angaben der Literatur in normalen und pathologischen Fallen 
vorzukommen pflegt, ist dies auf den Ausfall der Reaktion ohne jeglichen 
EinfluB. So bewirken z. B. eine Beimischung von 0,25°,, Caseinlésung 
oder Caseinsiurehydrolysat zu einer 0,01 °,igen Milchsaurelésung 
keinerlei Anderung der Farbe. 

Zusammenjfassend kénnen wir also sagen, dag von allen hier er- 
wihnten und beschriebenen Milchsdurereaktionen sich die Reaktion mit 
Hydrochinon am besten zur quantitativen Bestimmung der Milchsdure 
im Blute bzw. nach vorhergehender Extraktion der Milchsdure auch in 
den Organen bewdhrt hat. Die Reaktion ist so empfindlich, dap noch 
1.001% ige Milchséurelisungen eine sehr deutliche Farbe geben, das 
Verhdltnis der Farbstirken verschiedener Proben untereinander selbst 


1) Barbet und Jandrier, referiert im Chem. Centralbl. 1896, I, 325; 
IS97, II, 226. 
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nach 24 stiindigem Stehen derselben konstant bleibt, der Ausfall der Reaki 
von der Beimengung verschiedener im Blute und in den Organen vo 
kommender Produkte (Eiweifi und EiweiBabbauprodukte) in weiten 
Mae unabhdngig ist. Allerdings ist die Reaktion fiir die Milchsauy 
nicht spezifisch. Doch ist zu bedenken, daB diejenigen Substanzen 
die die Reaktion in starkem MaBe geben, wie Kohlehydrat und koh 
hydratartige Substanzen, vor der Bestimmung mittels der Kupfer 
kalkfallung entfernt werden baw. fliichtig sind, wie der Acetaldehyd 
oder in so geringen Mengen vorkommen, daB sie keine wesentliclhy 
Stérung der Reaktion bedingen kénnen. Im iibrigen sind alle bish 
beschriebenen Methoden, auch wohl die titrimetrischen. von dieser Fehle; 
quelle nicht frei. In zweifelhaften Fallen ist es immerhin dany 
moéglich, durch Bestimmungen mittels verschiedener Milchsaur 
methoden sich dariiber Klarheit zu verschaffen, ob es tatsachlich nw 
die Milchséure ist, die fiir den Ausfall der Reaktion verantwortlic! 
gemacht werden kann. 

Die Fletcher-Hopkinssche Reaktion ist kaum spezifischer als die Hydro- 
chinonreaktion; sie kann nur in der Form angesetzt werden, wie wir si: 
oben beschrieben haben. Wenn also Long, der die Fletcher-Hopkins sch 
Reaktion zu einer groben Schitzung des Milchséiuregehalts des Blutes 
verwendet und beim Vergleich mit der Clausenschen Methode zu dem 
Resultat kommt, daB nur die Halfte bis zwei Drittel der bei letzterer bh. 
stimmten Milchsiuremengen als _ tatsachliche Milchséuremengen  anzu- 
sprechen seien, so kénnen seine Angaben keinen Anspruch auf VerlaBlich- 
keit erheben. Gibt er doch in seiner Arbeit nicht genau an, mit welche: 
Zusatz an Thiophen er die Reaktion angesetzt hat. Wir konnten aber fest- 
stellen, daB man, wenn men zu Milchséiureproben verschiedener Kon 
zentration die gleichen Thiophenmengen zusetzt, zu ganz falschen Resultaten 
gelangt. 

Des weiteren glauben wir anfiihren zu miissen, daB wir eine Reihe 
anderer Stoffe auf ihre Eignung fiir eine kolorimetrische Milchsaure- 
bestimmung untersucht haben, die wir kurz erwahnen méchten. Keine: 
dieser Stoffe bietet unserer Meinung nach fiir eine Milchsiurebestimmung 
irgendwelche Vorteile. So reagieren z. B. Derivate des Morphiums in 
derselben Art wie das Kodein selbst. Des weiteren untersuchten wir 
das Brenzkatechin, Resorcin, Pyrogallol, Naphthol, Thymol usw., Kérpet 
die, mit Milchsaéure und konzentrierter Schwefelsaure zusammengebracht 
eine Reaktion, meistens eine Braunfirbung geben. Doch, wie schon 
erwahnt, bieten dieselben keinerlei Vorteile gegeniiber dem Hydro- 
chinon. Auch untersuchten wir die Reaktion von Pitarelli!). Der Autor 
bezeichnet dieselbe als eine streng spezifische, auch scheint das Prinzip 
derselben von obigen Reaktionen abzuweichen. Doch konnten wir 


1) E. Pitarelli, Arch. di farmacol. sperim. e scienze aff. 30, H. 10, 1920; 
Ronas Ber. 6, 332 und weitere Arbeiten. 
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lie Reaktion keineswegs so gestalten, daB wir sie fiir eine kolorimetrische 
Methode, vor allem fiir eine Blutmilchséiurekonzentration hatten 
nwenden kénnen!). 


IV. Bestimmung der Milchsiure im Blute. 


Den ersten Schritt zur Bestimmung der Milchséiure im Blute 
bildet die EnteiweiBung desselben. Harrop gab ein Verfahren zur 
EnteiweiBung des Blutes an, das den Vorteil hat, zugleich auch die 
Entfernung der Kohlehydrate zu bewirken. Mendel und Goldscheider 
wenden gegen dieses Verfahren ein, daB die EnteiweiBung im Vollblut 
mittels dieses Verfahrens keine vollstandige ist und daB ein Teil der 
Milchsiure von dem ausfallenden Eiwei8 mitgerissen wird. Was den 
ersten Einwand anbelangt, so ware er fiir die Bestimmung der Milch- 
siure mittels der Hydrochinonreaktion ganz ohne Belang. Dagegen 
st, wie uns eigene Versuche ebenfalls belehrt haben, der zweite Einwand 
wohl zu beachten. Mendel und Goldscheider fallen die Eiwei®kérper 
des Blutes in der Weise, daB sie auf 1 cem Vollblut 6 cem Wasser und 
lcem einer frisch bereiteten 5°,igen Metaphosphorséure dazufiigen. 
Die EnteiweiBung des Vollblutes ist bei diesem Verfahren vollstandig. 
Der Nachteil desselben liegt darin, daB die Metaphosphorsaurelésung 
sehr unbestandig ist und jeden zweiten Tag die Lésung der schwer 
lislichen Metaphosphorsaure frisch bereitet werden muB; diesem 
Umstand ist schon langst dadurch von franzésischen Autoren Rechnung 
getragen worden, daB sie die Metaphosphorsaiurelésung durch das 
Natriumsalz derselben ersetzten und das verdiinnte Slut mit diesem 
Metaphosphatsalz enteiweiBten. Durch nachfolgenden Zusatz einer 
aquivalenten Menge von Schwefelsaure wird gewissermaBen im letzten 
Moment in dem Gemisch die freie Metaphosphorsdure erzeugt und da- 
durch die EnteiweiBung ausgefiihrt. Die Natriummetaphosphat- 
lésungen sind aber, wie wir uns selbst iiberzeugt haben, sehr lange Zeit 
haltbar, ohne ihre Wirksamkeit zu verlieren. Wir haben also fiir unser 
Verfahren die EnteiweiBung des Blutes nach Servantie ausgefiihrt. 


Vorschrijt zur Bestimmung der Milchsdure im Blute. 


0.5ceem Vollblut wird aus einer ungestauten Vene entnommen, 
hierzu werden 2,5 cem destilliertes Wasser dazugefiigt, nachher 0.5 cem 
n2 H,SO, und 0,5 cem 5°,iges Natriummetaphosphat. Der Nieder- 
schlag wird abfiltriert oder abzentrifugiert, dem Filtrat werden mittels 
einer Pipette 2.,5cem entnommen, in ein kleines Zentrifugierglas 


1) Literaturangaben iiber Milchséurefarbreaktionen, zusammengestellt 
bei F. Kutter, Doktordissertation. Basel 1926. 
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gebracht, hierzu 0,5 cem 25 °,iges CuSO,, dann so viel Caleiumhydrox \ | 
hinzugefiigt, bis die Farbe des Niederschlags von Blaugriin in ticf 
Tiirkisblau iiberschlagt. Dieser Umschlag zeigt das Alkalischwerdey 
der Reaktion in der Probe an. Der Niederschlag wird mittels eines 
trockenen Glasstabes einige Male umgeriihrt, nach einer halben Stun 
abzentrifugiert. Von dem klaren Zentrifugat entnehme man | com 
und bringe es in eine reine, absolut trockene Eprouvette. Nun wird 
die Standardlésung so bereitet, daB man 0,108 g Lithiumlactat, ent. 
sprechend 0,1 g Milchséure, in 100 cem Wasser auflést. Diese Lésuny 
ist eine Zeitlang in der Kalte haltbar. Von dieser Stammlésung bereite 
man sich vor der Bestimmung durch Verdiinnung derselben eine de 
zu erwartenden Milchséure entsprechende, bei einem normalen Blute 
etwa 0,002 °,ige, Milchsaurelésung, gebe hiervon ebenfalls 1 cem in eine 
gleichkalibrierte, trockene Eprouvette und in eine dritte Eprouvette 
leem destilliertes Wasser. Man setze zu den drei Proben je 0,1 ccm 
einer 10°,igen CuSO,-Lésung, unter Kihlung 4ccm_ konzentrierte 
H,S0O, und 0,1 cem einer 20°, igen alkoholischen Hydrochinonlésung, 
mische die Fliissigkeiten in den Eprouvetten gut durch. Nun werden 
die Proben 15 Minuten lang im kochenden Wasserbad erhitzt und mit 
der Standardlésung folgendermaBen verglichen: Man nehme zwei 
absolut gleiche Eprouvetten eines Walpoleschen Komparators, gel« 
in beide je 3,5ccm der zu untersuchenden Lésung und des Standards 
mittels einer Pipette und vergleiche sie im Komparator. Erscheint 
z. B. in demselben die Standardlésung starker, so setze man mittels 
einer in Hundertstel graduierten trockenen Pipette in kleinen Portionen 
(0,1 bis 0,2 cem) der Hydrochinonleerprobe (Probe c) und setze das so 
la&ge fort, bis die Standardlésut’g und unsere Probe im Komparator 
als gleich erscheinen. Die Berechnung erfolgt dann nach folgendem 
Beispiel: Der Standard erschien mit der Blutprobe nach Zugabe von 
0,7 cem der Verdiinnungsfliissigkeit (Probe c) gleich. Das Verhaltnis 
beider Proben ist also 3,5: 4,2 cem, d.h. die Blutprobe enthielt 83° 
der im Standard vorhandenen Milchséuremenge, seine Konzentration 
betrug also 1,63 mg-°%,. Multiplizieren wir diesen Wert mit dem Ver- 
diinnungsfaktor des Blutes (EnteiweiBung und Kohlehydratentfernung, 
wobei eine zehnfache Verdiinnung resultiert), so bekommen wir den 
wahren prozentischen Milchsauregehalt des Blutes. Die im Komparator 
so verglichenen Proben kénnen, zwecks weiterer Kontrolle, noch im 
Kolorimeter miteinander verglichen und das Resultat desselben mit 
dem im Komparator gewonnenen nach iiblicher Art in Einklang 
gebracht werden. Im Kolorimeter miissen beide Proben, falls man 
sie vorher im Komparator ziemlich genau eingestellt hat, als gleich 
erscheinen (bzw. die Abweichung, die im Kolorimeter konstatiert 
wird, pflegt in der Regel nicht mehr als 5% zu betragen). 
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In der hier beschriebenen Weise bestimmten wir den Milchsaéure- 
yehalt in sechs Blutproben, von denen drei normalen und drei krebs- 
iranken Menschen entstammten. Das Blut wurde unter leichter 
Stauung durch Venae punctio gewonnen. 





Milchsauregehalt des Blutes 


Nr. Anmerkung 

l 0.0172 _ 

2 0.021 - 

3 0.0243 - 

4 0.0879 Ca pulmon. Kachexie 

5 0.021 Plattenepithe! Ca der Mamma 
6 0.033 Oesophagus Ca Kachexie 


Unsere Werte stimmen mit den von Clausen gefundenen iiberein. 
Dieser fand im menschlichen Blute 0.015 bis 0.032. Mendel und Gold- 
sheider, Biittner und Schumacher und Collazo') fanden tiefere Werte, 
0.008 bis 0,005°,. Doch gewannen die drei erstgenannten das Blut 
ohne Stawung, was in unseren Versuchen nicht der Fall war. Schon 
geringe Stauung bewirkt aber nach Mendel, Engel und Goldscheider ein 
Ansteigen der Milchsaurekonzentration im Blute um 0,011 bis 0,035°,. 


\. Versuch zur Anwendung des Hydrochinonverfahrens auf die Auswertung 
der bei Organglykolyse gebildeten Milehsiure. 

Wir haben versucht, dieses Verfahren sinngemaB fiir die Be- 
stimmung der bei der Glykolyse gebildeten Milchsiuremengen an- 
zuwenden. Wir miigsen in solchen Versuchen diejenige Milchsaure- 
menge, die schon vor der Glykolyse als praformierte Milchsauremenge 
vorhanden war, als Ausgangswert benutzen. Die Bestimmung dieser 
praformierten Milchsiure kann durch vorhergegangene Extraktion 
derselben aus dem Gewebe oder aber auf die Art erfolgen, daB man bei 
Glykolysenversuchen das zu untersuchende Gewebe in zwei Teile 
teilt, sie wiegt, zu beiden Teilen die gleiche Menge einer zucker- 
haltigen ..Ringer‘‘-Lésung zusetzt, in der einen Probe durch Zusatz 
von etwas Chloroform die Glykolyse vollstandig hemmt, beide Proben 
sodann bei Brutofentemperatur schiittelt. In einer Stunde enthalt 
die AuBenfliissigkeit in der chloroformierten Probe die gesamte diffusible 
Milchsaéuremenge. Nach einem weiteren einstiindigen Aufenthalt 
nimmt diese Milchséuremenge nicht mehr zu. Auf diese Art bestimmt 
man also diejenige Menge an Milchsaure, die ohne jegliche Glykolyse 

1) Biittner, Klin. Wochenschr. 1926, Nr. 33; Schumacher, (Klin. 
Wochenschr. 1926, Nr. 12; Collazo und Morelli, Journ. de Physiol. 24, 
76, 1926; Goldscheider und Engel, Klin. Wochenschr. 1925, S. 262, 306, 


542, 804. 
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bzw. schon vor der Glykolyse vorhanden war und wahrend des Brut. 
ofenaufenthalts aus dem Gewebskomplex in die AuBenfliissigkeit 


diffundierte. Nach Beendigung eines Glykolysenversuchs werden 


beide Proben, Fliissigkeit samt Gewebe, mit Kupferkalk nach Harr 
gefallt. Die weitere Behandlung erfolgt auf die Art, daB man nach dem 
Abzentrifugieren je 1 cem des Zentrifugats bzw. 1 cem eines Milchsiure. 
standards von ungefihr entsprechender Konzentration und 1 cem 
Wasser mit je 4 ccm konzentrierter Schwefelsiure und 0,1 com 
20°,igem alkoholischen Hydrochinon versetzt, die Proben 15 Minuten 
im Wasserbad kocht und nach Abkiihlung derselben die Proben mit- 
einander, wie vorher beschrieben, kolorimetrisch vergleicht. Es wiire 
zu bemerken, daB sowohl das Wasser als auch der Milchsadurestandard 
ahnlich wie die zuckerhaltigen Glykolyseproben mit Kupferkalk 
gefallt werden und daB zu all diesen Proben der Zusatz von 
0,1 com einer 10°,igen CuSO,-Lésung nicht zu_ erfolgen hat!) 
Die Harropsche Fillung darf in diesen Fallen deswegen ausgefiihrt 
werden, weil die EiweiBmengen im Verhaltnis zu den EiweiBmengen 
im Blute viel geringer sind, eine Absorption der Milchsiure durch das 
ausgefallte EiweiB kaum in Betracht kommt. DaB die Fallung det 
EiweiBkérper hierbei eventuell keine komplette ist, stért, wie schon 
erwahnt, den Ausfall unserer Reaktion nicht. Die Auslassung einer 
EiweiBfallung bzw. die Kombination der Kohlehydratentfernung mit 
der gleichzeitigen EiweiBfallung nach Harrop bedeutet jedoch eine 
wesentliche Vereinfachung der Methodik. Bei der Berechnung der 
wahrend eines Glykolysenversuchs entstandenen Milchsiure wird die 
in der chloroformierten Probe gefundene als Ausgangswert genommen 


Da wahrend der Glykolyse nicht nur Milchséiure, sondern auch 
andere Zwischenprodukte des Zuckerabbaus entstehen kénnen, muBten 
wir dieselben unter verschiedenen Bedingungen untersuchen, wie weit 
sie mit Hydrochinon reagieren. Wir fiihren diese von uns untersuchten 
Substanzen in der folgenden Tabelle I an. 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daB von all diesen Substanzen 
nur Acetaldehyd, Methylglyoxal und Aldol unsere Reaktion stéren, 
weil dieselben mit Kupferkalk nicht oder kaum entfernt werden und 
die Reaktion mit Hydrochinon ziemlich stark geben. Der Acetaldehyd 
ist jedoch sehr leicht fliichtig, kann also ohne weiteres durch Kochen 
entfernt werden. Das Aldol setzt sich Literaturangaben zufolge mit 
Wasserdampf bei 84°C in Crotonaldehyd um, welches dann wiederum 


1) Der von uns fiir die Bestimmung der Milchséure im Blute empfohlene 
Kupferzusatz darf hier deswegen nicht erfolgen, da in Gewebsextrakten 
Substanzen vorkommen, die bei Kupferzusatz und Schwefelsiure einen 
roten Niederschlag bzw. eine Triibung erzeugen. 
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Tabelle I. 





Hydrochinonreaktion 


ohne vorh. | oooh Clausen: Thiophene 


Clausensvan k 
‘. 7 thon 
Fliichs Slykescher van Slykes = 
/ " Fall nach Anmerkun 
tigkeit Fallung scher Fallung Fletchers ’ 
Hopkins 


Die Reaktionsstirke einer 
Gewichtseinheit Milchsaure 
wird mit 100 bezeichnet 


MilchsAure .... @ 100 100 he 
Brenztraubenusaure . a] 2 2 ” 
(Gilycerinsaure . . . 6 5 5 + 
\cetaldehyd . . . 50 59 ” Merci 
Gilycerinaldehyd . . 7] 15 + - Priparat von Prof. 
Methylglyoxal . . “ 30 30 + Neuberg 
ee ae 0 50 40) + Praparat von Prof. 
Dioxyaceton . . . Gt 25 3 Neuberg 
He xosediphosphor- 

° Fawr te] 13 0 “ 
ra ee 0 13 0 0 
Glucuronsaure .. 13 0 ff) 
Aceton. 2... a 0 0 0 
}-Oxybuttersiure . “ 03 ” 
Glycerin ..... 4 1.5 _ 


fliichtig ist. Unter Umstanden kénnte also das Aldol, soweit es bei der 
Garung vorkommen diirfte, vielleicht entfernt werden. Fiir das Methyl- 
glyoxal besitzen wir vorderhand keine spezifische Reaktion, die eine 
Trennung desselben von der Milchsiure gestatten wiirde. Es ist also 
shne weiteres méglich, daB die bei der Hydrochinonmethode bestimmte 
Milchsiuremenge unter Umstinden zum geringeren Teile auch auf 
Kosten des Methylglyoxals zu beziehen Wire. Wir méchten an dieser 
Stelle noch betonen, daB wahrend der Garung selbstverstandlich auch 
andere, vorderhand nicht bekannte, demzufolge auch nicht be- 
stimmbare Substanzen entstehen kénnten, daB die mit unserer 
Methode ermittelten Werte also nur mit diesem Vorbehalt zu ver- 
werten sind. Dieser Vorbehalt trifft allerdings in noch hiherem Mafe 
alle anderen Milchstiurebestimmungsmethoden. An dieser Stelle erlauben 
wir uns noch, Herrn Prof. C. Neuberg fiir die giitige Uberlassung von 
Glycerinaldehyd, Aldol und Methylglyoxal ergebenst zu danken. 


Zusammenfassung. 


1. In der vorliegenden Arbeit werden die bisher in der Literatur 
beschriebenen kolorimetrischen Milchsiurebestimmungsmethoden einer 
Priifung unterzogen und es wird auf die Mangel derselben hingewiesen. 

2. Es wird die Fletcher-Hopkinssche Reaktion in bezug auf ihre 
Spezifitat untersucht und eine Modifikation derselben angegeben, die 
es erméglicht, die Milchsiure, wenn auch umstandlich, quantitativ zu 
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bestimmen. Es wird der Reaktionsverlauf dieser Farbreaktion, ihr 
Eigentiimlichkeiten, studiert; dabei konnten gewisse Regeln gefunden 
werden, deren Nichtbeachtung eine Bestimmung der Milchsaur 
illusorisch macht. 

3. Es wird eine Milchsiurebestimmung im Blute und in den 
Organen fiir Glykolysenversuche mittels Hydrochinon empfohle: 
welche die den bisher beschriebenen Methoden anhaftenden Mange! 
zu vermeiden bemiiht ist. Dieselbe wird mit 0,5 ccm Blut in der Weise 
ausgefiihrt, daB die Blutprobe nach Entfernung des EiweiBes mit 
Natriummetaphosphat und H,SQ, und der Kohlehydrate nach Clausen 
van Slyke, mit konzentrierter H,SO, und Hydrochinon versetzt, im 
kochenden Wasserbad 15 Minuten erhitzt und die resultierende Orange 
braunfarbung mit derjenigen einer entsprechend behandelten Milch- 
siurestandardlésung verglichen wird. Unter Einhaltung gewisser 
Bedingungen erscheint die Farbstarke der Proben auch bei den in 
zehnfach verdiinntem Blute vorkommenden Konzentrationen der 
Milchsduremenge innerhalb der gewdhnlichen Fehlergrenze kolorimetrischer 
Messungen proportional. 
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Studien iiber die Ausscheidung der Triphenylmethansulfo- 
siurefarbstoffe und Carbinole mit dem Harn. 


Von 
G. v. Farkas, G. Gyérgyi und L. Németh. 


Aus der IIT. medizinischen Klinik der kgl. ung. Péter-Pazmany-Universitat 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1927. 


Karczag hat darauf aufmerksam gemacht, daB nach Einverleibung 
von Triphenylmethanfarbstoffen im Urin zuerst die farblose Modifi- 
kation, die Carbinolbase, erscheint. Versuche mit Vdndorfy und Paunz 
lassen den EinfluB des Blutalkalis bei diesem Vorgang erkennen’). 
Wankell?) lieB die Farbstoffe durch Kollodiumhiilsen diffundieren und 
stellte fest, daB bei seinen Versuchen das Carbinol die Membran leichter 
passieren konnte als der Farbstoff. Alle diese Versuche wurden durch 
die Annahme erklart, daB die farblose Modifikation feiner dispers ist 
und deswegen schneller diffundiert als der Farbstoff selbst 

Es ist sehr schwer, mit den itiblichen Methoden die Vorgange 
wahrend der Diffusion der Farbstoffe experimentell klar zu verfolgen. 
Es bietet groBe Schwierigkeiten, eine Lésung zu gewinnen, in der 
Carbinol und Farbstoff nebeneinander in unverandertem Verhaltnis 
vorhanden sind. Schon die Auffindung der farbigen Zone bereitet uns 
Schwierigkeiten, und ]aBt man die Farbstofflésungen gegen Gele von 
verschiedener (H_) Konzentration diffundieren, bei denen nur Carbinol 
oder nur Farbstoff in Lésung ist, so erhalt man Werte, die nicht ver- 
gleichbar sind, da das Gel bei verschiedener (H) in verschiedenem 
MaBe quillt. Es kann sich also bei solchen Versuchen nur um die Fest- 
stellung qualitativer Unterschiede handeln nach Art unserer folgenden 
Versuche. 


1) L. Karczag und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 1923— 1926 
2) Wankell, Pfliigers Arch. 207, 104, 1925. 
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Wir verwendeten Lésungen von sauren Farbstoffen und liebe 
sie gegen ein Gelatinegel diffundieren, das mit n,10 Phosphat au 
pu 74 gepuffert war. Bei einigen Farbstoffen fanden wir tatsachlic| 
daB nach der Regeneration in Essigsiure die farbige Zone breiter wurc: 
Dieses Resultat entspricht also wirklich den Ergebnissen jener Versuch, 
die auf eine gréBere Diffusionsgeschwindigkeit der Carbinole zu deute: 
schienen. Nun gingen wir einen Schritt weiter. Wenn wir das (Ge! 
nicht pufferten, sondern nur mit NaOH auf pq 7.4 brachten, ver. 
schwand bei manchen Farbstoffen die farblose Zone und wurde |» 
anderen wesentlich schmialer. Bei anderen Versuchen, die wir mit 
n Phosphat anstellten, breitete sich die farblose Zone aus und ragt: 
manchmal sogar in die Lésung hinein, d. h. diese entfairbte sich auch 


Diese Versuche, die noch einen provisorischen Charakter haben 
deuten darauf hin, daB wir es in diesem Falle gar nicht mit einer Mes. 
methode der Diffusionsgeschwindigkeit zu tun haben. Der Farbstoff 
ist sauer und diffundiert in ein alkalisches, gepuffertes Gel. Die fein. 
dispersen Micellen — ein relativ kleiner Teil der ganzen dispersen 
Phase — eilt voraus und gelangt in Gebiete, die vom Farbstoff noch 
unberiihrt sind. Ist die Pufferung so stark, daB sie befahigt ist, di: 
durch diese Micellen mitgefiihrten H abzupuffern, so werden dies 
Micellen entfarbt und es bildet sich die Carbinolzone. Aber es ist durch.- 
aus nicht mit Sicherheit zu behaupten, daB die Carbinolteilchen diese: 
Zone ihren Weg bis zu ihrem Endpunkt nur als Carbinolmicellen und 
nicht teilweise als Farbstoffmicellen zuriickgelegt haben, und deswegen 
ist der Weg, der hinter ihnen liegt, keineswegs ein MaB fiir ihre Diffusions- 
geschwindigkeit. 


Erst kiirzlich hat der eine von uns [Németh')], um seine Versuchs- 
ergebnisse zu erkliren, darauf hingewiesen, daB die Farbstoffe im 
Moment ihrer Umlagerung in kleinere Micellen zerfallen kénnten 
wodurch ihre gréBere Diffusionsgeschwindigkeit und auch das Ver- 
halten des Carbinols in Tumoren ungezwungen erklart werden kénnte. 
Da aber, wie aus unseren Reagenzglasversuchen ersichtlich ist, diese 
SchluBfolgerung keineswegs als zwingend gelten kann, da wir ja dem- 
selben Gedankengang folgend sagen kénnten, daB der Dispersitatsgrad 
des Carbinols von der Salzkonzentration abhangig ist — eine Annahme, 
die jeder empirischen Stiitze entbehrt —, so war es angebracht, nach 
einer Erklarung zu suchen, mit der wir, rein auf Grund der Tatsachen, 
das Wesen der einschlagigen Vorgainge durchschauen kénnen. 


Vorliegende Versuche verfolgten die Absicht, zu beweisen, daB es 
sich im Organismus bei der primaren Carbinolurie (sowie auch bei 


1) Németh, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 52, 5/6, 1926. 
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den Erscheinungen, die bei der Vitalfairbung von Tumoren beschrieben 


worden sind) um gleichsinnige Vorginge, wie bei den Gelatinegel- 


versuchen, handelt. 


Ve rsuch 1. 


Hund, Gewicht 12 kg. Median-Laparatomie in kombinierter Morphin- 
\thernarkose. Einbinden einer Kaniile in den rechten Ureter. Der ab- 
tropfende Harn wird in miniitlich gewechselte Widalréhrchen aufgefangen. 


4h 58’ 


6 51 


6 56 


=! 
— 


Intravenése Injektion von 10 cem einer 2,5°,igen Wasserblau- 
losung. 

Dieselbe Injektion. 

Erscheinen des Carbinols im Harn. 

Der Carbinolgehalt des Harns nimmt zu. 

Der Carbinolgehalt des Harnes nimmt zu. 

Erscheinen des Farbstoffs im Harn. 

Beginn der intravenésen Injfus*om eir . 4°. igen Natriumhydro- 
carbonatlosung. 

Die Farbenintensitat des Harns nimmt ab. 

Beendigung der Bicarbonatinfusion (verbrauchte Menge 80 ccm). 
Der Harn erscheint ungefarbt. 

Beginn der intravenésen Infusion einer auf physiologischen Koch- 
salzgehalt gebrachten n/4 Salzsdureldsung. 

Verbrauchte Menge 40 ccm. 

Verbrauchte Menge 70 cem. 

Die Harnfarbe nimmt einen rétlichen Ton an (injizierte Saure- 
menge 108 ccm). 

Der Harn ist blau. Gesamte verbrauchte Sduremenge 120 ccm. 
Beginn der Infusion einer 10°, igen Dinatriumhydrophosphat- 
lésung. 

Der Harn entfarbt sich. 

Verbrauchte Lésungsmenge 58 ccm. 

Die in den einzelnen Zeitabschnitten aufgefangene Harnmenge 
nimmt bedeutend zu, sie erreicht etwa das Zwei- bis Dreifache 
der friiher sezernierten Harnmengen. 

Ausscheidung eines ungefairbten (carbinolhaltigen) Urins. Bisher 
verbrauchte Dinatriumhydrophosphatmenge 80 ccm. 

Intravenése Infusion einer 10°, igen Natriumdihydrophosphat- 
lésung. 

Auftritt der blaulichen Harnfarbe. Menge der injizierten Lésung 
45 ccm. 

Menge der injizierten Lésung 90 cem. SchluB der Infusion. 
Intravenése Injektion von 10 cem einer ',°, igen Wasserblau- 
ecarbinollésung. 

Bedeutende Zunahme der Harnfarbenintensitét. Kein Carbinol 
im Harn. 


Téten des Tieres mit Chloroform. 
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Versuch 2. 
Hund, Gewicht 9 kg. 
4630’ Citratblutentnahme. Plasma schwach gelblich. 
4 40 Beginn der intravenésen Infusion einer 10% igen Natriumdihyd: 
phosphatlésung. Polyurie. Zweiminiitlich Eprouvettenwechs 
4 54 Aufhéren der Infusion (infundierte Menge 34 ccm). 
4 58 Intravendése Injektion eines mittels Natriumoleat hergestelltey 
1,°, igen Saéurefuchsincarbinols. 
4 58’ 30” Beendigung der Injektion. 
5 1 Erscheinen des Farbstof/fs im Harn. 
5 8 Citratblutentnahme. Plasma tief rot. 


5 14 Beginn der Infusion einer 10°, igen Dinatriumhydrophosphai- 


ldsung. 

5 21 Abnahme der Harnfarbenintensitét. Harn carbinolhaltig. 

5 35 Der Harn ist kaum gefarbt. Verbrauchte Fliissigkeitsmen 
60cem. Ende der Infusion. Blutentnahme. Plasma schwach 


gelblich, enthalt viel Carbinol. 

5 38 Beginn der Infusion einer auf physiologischen Kochsalzgehalt 
gebrachten n/4 HCl-Lésung. 

5 43 Unterbrechung der Infusion wegen Thrombose der Femoralvene: 
(injizierte Menge 20 ccm). 

5 53 Fortsetzung der Infusion in die linke Axillarvene. 

6 Ausscheidung eines deutlich gefarbten Harns. 

6 1 Ende der Infusion (infundierte Menge 30 ccm). 

6 8 Infusion einer 4°, igen NaHCO,-Lésung in die linke Jugularven 

6 23 Abnahme der Harnfarbenintensitat. 


6 42 Ausscheidung eines vollkommen ungefarbten (carbinolhaltigen 
Harns. 


6 44 Aufhdéren der Infusion (infundierte Menge 70 cem). Blutentnahn« 
durch Heszpunktion. Plasma hellrosa. 
6 46 Téten des Tieres durch Chloroform. 


Es fragt sich nun, wie diese Protokolle zu deuten sind. Als erstes 
erhellt aus den Versuchen, daB durch intravenése Infusion von Sauren 
und Alkalien die Carbinolisation des Farbstoffs auch im lebenden 
Organismus beeinfluBt werden kann. Wie im Reagenzglas, so be- 
giinstigen auch im tierischen Kérper die OH’ die Bildung und die H 
die Riickbildung des Carbinols. 

Beziiglich der Ausscheidungsgeschwindigkeit der elektropen Farb- 
stoffe und Carbinole zeigten uns die Versuche folgendes: 


Wie aus den Regenerationsversuchen hervorgeht, enthielten in 
Versuch | auch die farbigen Urinproben Carbinol. Wenn wir Farbstoff 
ohne Vorbehandlung injizierten, ging eine reine Carbinolurie der Chrom- 
urie voraus, die einige Minuten dauerte. Aber auch nach Erscheinen 
des Farbstoffs im Urin lieB sich Carbinol nachweisen. Nach einer Vor 
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behandlung mit Saure verhielt sich aber die Sache so, daB die primare, 
reine Carbinolurie wegblieb; da die erste gefarbte Urinprobe kein 
Carbinol enthielt, dieses im Gegenteil erst nach einigen Minuten erschien. 
haben wir es hier mit den dem vorigen entgegengesetzten Versuchs- 
ergebnissen zu tun. 

So viel scheint also schon sicher zu sein, daB nicht eine gréBere 
Diffusionsgeschwindigkeit des Carbinols die Ursache der primaren 
Carbinolurie ist. Ware dies der Fall, so diirfte eine Verainderung des 
Milieus nur die quantitativen, aber nicht die qualitativen Diffusions- 
geschwindigkeiten beeinflussen. DaB eine Ansdiuerung des Organismus 
durch die Infusion der Saure gelang, ist daraus ersichtlich, daB das 
Plasma des Tieres starker rot gefarbt war als das verwendete Carbinol 
In noch staérkerem MaBe miissen wir das von den Nieren annehmen, die 
doch zur Ausscheidung der iiberschiissigen H-lonen berufen sind 
Wenn diese Ansiuerung in den Nieren stattfand, so war ihre Pufferungs- 
fahigkeit erloschen. Gerade darin miissen wir die Erklarung der ge 
schilderten Erscheinungen erblicken. 

Injizieren wir einem Tiere einen sauren Triphenylmethanfarbstoff, 
so trifft er im Organismus auf ein Milieu, das auf eine alkalische Reaktion 
gepuffert ist und so die Carbinolisation begiinstigt Ein Teil wird 
schon in der Blutbahn entfarbt, bevor er noch zur Ausscheidung gelangt 
Dies miissen vorerst Micellen von kleinerem Volumen sein, da diese 
infolge ihrer gréBeren spezifischen Oberflache leichter den Einfliissen 
der Umgebung zuginglich sind. Demnach werden sie schneller diffun- 
dieren und friiher die Nieren durchdringen. Dann gelangt aber auch 
der Farbstoff in die Nierenkapillaren und diffundiert in die Epithel- 
zellen. Die farbigen Micellen tragen eine starke saure Valenz mit sich 
die sich am Reservealkali des Protoplasmas sattigt. Das werden vorerst 
wieder Micellen von gréBerer Dispersitat sein. Solange in den Nieren- 
epithelien dieser Vorgang stattfindet, ist nur Carbinol im Harn zu 
finden. Nach und nach aber diffundieren auch gréBere Micellen in die 
Epithelzellen hinein und erschépfen die Alkalireserve. Nach diesem 
Zeitpunkt passiert der Farbstoff die Nieren unverandert. So wird das, 
was aus der Blutbahn als Farbstoff ausgetreten ist, als Farbstoff 
sezerniert, und was als Carbinol in die Nieren trat, diese auch farblos 
verlassen. Es wird also waihrend der ganzen Zeit, wo die Niere den 
Triphenylmethanfarbstoff sezerniert, Carbinol ausgeschieden, welchem 
sich noch eine Chromurie wahrend der Erschépfung der Alkalireserve 
des Organismus hinzugesellt. 

Bei den Saureversuchen versuchten wir, diesen Vorgang um. 
zukehren: Wir schufen durch die Saureinfusion ein saures Medium und 
injizierten ein alkalisches Carbinol. Wahrend beim normalen Tiere 
nach Einverleibung von Carbinol niemals Farbstoff im Urin auftritt, 
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konnten wir hier den Farbstoff im Harn nachweisen und das noch’ 


bevor das Carbinol erschienen ware. Die Vorbehandlung mit Sa 
bewirkte eine Senkung des Blut-py, das das Carbinol regenerierte 


Zusammenfassend kénnen wir also sagen, daB bei der Carbinolisativ) 
der Triphenylmethansulfosaure-Farbstoffe die H-Konzentration des 
Organismus eine vornehme Rolle spielt. Obwohl vieles dafiir sprich: 
daB bei der teilweisen Carbinolisation dieser Farbstoffe das Carbino| 
feiner dispers als der Farbstoff selbst ist, so wird doch nicht diese: 
Umstand fiir die primaire Carbinolurie verantwortlich zu machen sein 
Es scheint uns, daB dieses Phianomen untrennbar mit der Heterogenitat 
des Dispersionsgrades dieser Farbstoffe verbunden ist, eine Tatsach: 
die ja schon den Kern einer verschiedenen Diffusionsgeschwindigkeit 


in sich birgt. 


M 








re Schwankungen des Blutzuckergehaltes beim Rind. 

i Von 

= M.S. Awdejewa, E. L. Prowatorowa, N. G. Sawitseh und E. L. Thal. 
we \us der Genetischen Abteilung der Akademie der Wissenschaften und der 


Zentralen Genetischen Station des Instituts fiir experimentelle Biologie, 
Moskau. ) 


(Eingegangen am 7. Juni 1927.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Bei der Standardisierung von Insulin an Kaninchen haben Cammidge (1), 
E. Laqueur (2) und andere gezeigt, daB seine Wirkung auf diese Tiere nicht 
immer die gleiche ist. Cammidge und Howard haben den Gedanken aus- 
gesprochen, daB wir es hier mit verschiedenen konstitutionellen Typen von 
Kaninchen zu tun haben, und da diese konstitutionellen Besonderheiten 
im Zusammenhang stehen mit der ererbten Farbung der Kaninchen. Die 
Standarde, welche an weiBben Kaninchen erzielt wurden, kénnen nicht 
mit den an schwarzen Kaninchen erzielten identifiziert werden. Spater haben 
Cammidge und Howard (3) an einem anderen Material an Mausen den 
Versuch einer experimentalen Erforschung der Vererbung des Blutzucker- 
gehalts gemacht, und zwar einmalig fiir jede Maus. Auf Grund der er- 
haltenen Feststellungen sind sie zu dem Resultat gekommen, dab det 
Zuckergehalt sich hier tatsichlich genotypisch feststellen la8t und von 
einem Paare Allelomorphen abhangt, wobei der Anstieg des Zuckergehalts 
durch das rezessive Gen bedingt ist. 


Sowohl vom theoretischen als auch vom praktischen Standpunkt 
wire es AuBerst wichtig, wenn es gelange. die gleiche Art konstitutioneller 
Typen auch bei den Haustieren, und vor allem beim Rind festzustellen. 
Deshalb wurden wir vom Direktor der Genetischen Versuchsstation 
des ,.Nar-Kom-Sem“ (Volkskommissariat fiir Landwirtschaft) und 
der Genetischen Abteilung der Akademie der Wissenschaften, \. K. 
Kolzoff, beauftragt, uns mit diesen Untersuchungen zu befassen. 

Aber bevor wir mit der Sonderung einzelner konstitutioneller 
Typen begannen, muBten wir die Grenzen und Bedingungen der 
physiologischen Schwankungen des Blutzuckergehalts beim Rind 
feststellen. 

Der Zuckergehalt wurde nach der Methode von Hagedorn und Jensen (4) 
bestimmt. Das Blut wurde mit einer Pipette unmittelbar einer gedffneten 


24" 
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Ohrvene entnommen. Jede unserer Bestimmungen ist der Durehsechnit: 
von drei einzelnen Untersuchungen. Im Laufe des ersten Monats wurd: 
alle Untersuchungen an niichternen Tieren, nach 13- bis 1l4stiindigy 
Hungern, angestellt. Wir haben folgende Resultate erzielt: Bei den Kiihe 
schwankte der Zuckergehalt im Blute zwischen 0,033 und 0,066°. Dir 
Durchschnittsziffer von 36 Bestimmungen war 9,948°; bei den Starke 
schwankten die Resultate zwischen 0,040 und 0,083 °,, der Durchschnitt 
von zehn Bestimmungen war 0,064 °, ; bei den Kalbern waren die Schwan 
kungen zwischen 0,045 und 0,095°% , der Durchschnitt von 26 Bestimmungen 

0,066°,. Bei einem Stiere, der einmalig untersucht wurde, ergaben 
sich 0,049°,. 

Nach sorgfaltigen, wiederholten Feststellungen des Blutzuckergehalts; 
bei niichternen Tieren, machten wir die Blutzuckerbestimmung niclit 
mehr am friihen Morgen, sondern um zwei Uhr mittags, d.h. nach der 
iiblichen Fiitterung der Kiihe und nach der Weide. Die Kiihe zeigten an 
diesem Tage nicht die iiblichen Anzeichen von Hunger (Unruhe, Briillen usw. ). 
sondern lagen fast alle wiederkaiuend da. Zum Vergleich fiihren wir di: 
hier gewonnenen Resultate neben den Ziffern der letztmaligen Unte: 
suchungen bei niichternen Tieren an. 

Der Blutzuckergehalt bei niichternen Tieren schwankte zwischen 
0,045 und 0,061°,. Die Schwankungen nach dem Fiittern waren zwischen 
0,040 und 0,061%. Der Durchschnitt von acht Bestimmungen war an 
beiden Tagen der gleiche, namlich 0,051%. Die gewonnenen Resultat: 
bewiesen folglich, daB der Blutzuckergehalt der Kiihe bei niichternem 
Magen und auf der Héhe der Verdauung der gleiche ist. 


Tabelle I. 








Nuchtern Nach dem Fressen 


N j 
ome Ger Kink Zucker in mg Zucker in mg 


A rar 52 40 
ee 55 61 
Chapruska. ..... 51 52 
OS SS ee ee 52 49 
Scheleska ...... 61 56 
I a Wa sala 52 48 
. 7a 45 52 
a 45 56 
Im Durehschnitt . . . 51 51 


Darauf gingen wir an die systematische Feststellung des Blutzucker 
gehalts im Zusammenhang mit der Nahrungsaufnahme. Fiir dieses Experi 
ment wurden drei Kalber verwendet, bei denen wir den Blutzuckergehalt 
erst bei niichternem Magen, dann nach 1 Stunde, 3 und 5 Stunden nach 
der tiblichen Nahrungsaufnahme (3 Pfund Kleie mit einem Eimer Wasse1 
vermengt) feststellten. Wir geben die erhaltenen Resultate an (Abb. 1). 

Bei dem Kalb ,,A‘* sehen wir nach einer Stunde eine Verminderung 
des Blutzuckergehalts, bei dem Kalb ,,B“ eine Steigerung, bei dem dritten 
Kalb ,,C** blieb der Zuckergehalt unveraindert. Fiir die richtige Wertung 
dieser, wenn auch sehr geringfiigigen Schwankungen des Blutzuckergehalts. 
ist es notwendig, die Hydramie in Betracht zu ziehen, welche nach Aufnahm¢ 
einer gréBeren Fliissigkeitsmenge eintreten und damit die eigentliche Ver- 
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anderung des Blutzuckergehalts verdunkeln kann. Zur Berechnung des 
Wassergleichgewichts haben wir uns auf die Bestimmung der Hamoglobin- 
«hwankungen nach Sahli beschrankt. 


Die hier angefiihrten Kurven der Schwankungen des Zuckers und 
Himoglobingehalts geben uns eine Vorstellung von der stattfindenden 
Blutverwasserung, welche die tatsachliche Schwankung der Zuckerkonzen- 
tration bei Kalbern vielleicht ein wenig beeinflussen kann. 


Nachdem wir bei den Kalbern, im Gefolge der Nahrungszufuhr nach 
i3stiindigem Fasten, eine so geringe Steigerung des Zuckergehalts erhalten 
hatten, machten wir die analoge Beobachtung bei Kiihen, wobei zu dem 
Versuch eine Milchkuh, eine trachtige Kuh und eine Starke verwendet 
wurden. Nach der Blutentnahme von niichternen Tieren erhielten diese 
hre iibliche Portion Futter, bestehend aus gemahtem Gras, gemischt mit 
5 Pfund Mehl. Sodann wurde 2, 6 
und 8 Stunden nach der Nahrungs- ee 
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s Zucker in mg 
Hb = Hamoglobin in 


Dann stellten wir Versuche an mit einem bestimmten kohlehydrat- 
haltigen Futterzusatz. Am 14. Juli erhielten die bereits friiher unter- 
suchten Kalber nach einer Blutentnahme niichtern je 200 g Zucker, welcher 
ihrer gewohnlichen Portion Futter beigemengt wurde. Das Kalb ,,B* 
wurde zur Kontrolle benutzt und erhielt das gleiche Futter wie die beiden 
anderen Kalber, jedoch ohne die 200 g Zuckerzusatz. Die erste Blutunter- 
suchung nach der Fiitterung wurde nach 1 Stunde 20 Minuten bis | Stunde 
30 Minuten ausgefiihrt. 


Die Kurven zeigen nur sehr geringe Abweichungen; wir sehen hier 
Zahlen, die weit hinter den Zahlen zuriickbleiben, welche sich bei einer 
gleichen Zuckerzufuhr beim Menschen ergeben, und nicht einmal die Héhe 
der normalen Zahlen bei der Mehrzahl der niichternen Tiere erreichen. 
Nach 4 Stunden kehrten die Kurven zu ihrem Ausgangspunkt zuriick. 
Jetzt blieb die Frage offen, ob wir es hier nicht mit einer sehr schnellen 
Anderung in der Zuckerkonzentration zu tun haben, welche unmittelbar 


372 M.S. Awdejewa, E. L. Prowatorowa, N. G. Sawitsch u. E. L. Thal: 


nach der Nahrungsaufnahme eingetreten war und unserer Beobachtu 
entgangen sein konnte. Deshalb versuchten wir die Bestimmung des Bh 
zuckergehalts bei den Kalbern nach der Kohlehydratzufuhr in noch kiirzer 


Zwischenréumen vorzunehmen. Aber in Anbetracht dessen. da sich by 


simtlichen Kalbern, die von uns einen Nahrungszusatz in Form von Zuck: 
erhalten hatten, einige Stunden nach dem ersten Versuch Diarrhoe « 
stellte, war es nicht méglich, den Versuch an den bereits benutzten Kalbe 
zu wiederholen. Wir nahmen drei andere Kalber und benutzten als Zusa 
zur gewohnlichen Nahrung ausschlieBlich 5 Pfund Weizenkleie. 


———————-—— 
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Abb. 3 











Abb. 5 Abb. 4 


Wir sehen, daB sowohl bei dem Kontrollkalb ,,D“ als auch bei den 


zwei anderen in der Kurve zwei Zacken aufgetreten sind; die eine — nacl 
11, Stunden — stimmt genau mit der Zacke der vorigen Kurve iiberein, 


die andere Zacke dagegen war bereits 44 Stunde nach der Nahrungsauf 
nahme erschienen. 4 bis 5 Stunden spéter sehen wir, daB die Kurve wieder 
zu ihren Ausgangspunkt zuriickkehrt und sich sogar ein wenig unter den- 
selben senkt. Jedenfalls haben wir sowohl hier, als auch in der vorher- 
gehenden Kurve nur eine geringe Erhéhung des Blutzuckergehalts nach 
der Zufuhr von kohlehydratreicher Nahrung feststellen kénnen. Die gleiche 
Beobachtung machten wir an drei Kalbern, von denen zwei, auBer dem 
gewohnlichen Quantum Heu, noch einen Kohlehydratzusatz in Form von 
10 Pfund Weizenkleie bekommen hatten. Die Kontrollkuh ,,B“ hatte 
nur Heu bekommen. 
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Es erfolgte ebenso wie das erste Mal kein Ansteigen der Kurve und 

glauben nicht, daB es unserer Beobachtung entgangen sein kénnte, 
da im Laufe von 3 Stunden jeder Kuh siebenmal Blut entnommen worden 

Wir stellen hier die interessante Erscheinung fest, daB die GréBe der 
Kohlehydratzufuhr keinen EinfluB auf = die 
Steigerung des Blutzuckers ausiibt, was deutlich 7 
den Abb. 4 und 6 zu ersehen ist. 


Das, was bei den Resultaten dieser Versuche P ~ x 
an Kiihen zunachst auffallt, ist im Vergleich 
mit Menschen und anderen Tierarten starkes Ab- 
sinken des Blutzuckergehalts. Die Durchschnitts- 
ziffer von 36 Untersuchungen bei niichternen 
fieren war — wie oben schon gezeigt wurde Y 
0,048 ©. Die Grenzen der Schwankungen liegen 
zwischen 0,033 und 0,060°,. Sogar die héchste 
Grenze des Blutzuckergehalts ist noch fiir den Zu- 
stand charakteristisch, den wir Hypoglykamie nennen. Eine so niedrige 
Zitfer hat Bang (5) nur bei Amphibien gefunden: 0,020 bis 0,044°,. Diesen 
Zustand der Hypoglykaimie kénnen wir natiirlich nicht dem hypoglykami- 
schen Zustande gleichsetzen, welcher durch Injektion von Insulin hervor- 
gerufen wird und dadurch entsteht, dal die Gewebszellen sich nicht schnell 
genug dem ploétzlichen Fallen des Blutzuckergehalts anpassen kénnen. 
Im Gegenteil, das allmahliche Sinken des Blutzuckergehalts infolge von 
Hunger oder irgendwelchen anderen Momenten ist gewéhnlich nicht von 
solechen hypoglykamischen Symptomen begleitet. wie sie nach groben 
Insulindosen auftreten, 


Abb. 6 


Da solch ein niedriger Zuckergehalt nicht nur bei Kiihen, sondern auch 
bei Kalbern, Starken und beim Ochsen zu verzeichnen ist, so kommt eine 
unmittelbare Abhéngigkeit dieser niedrigen Ziffern von der Funktion det 
Milchbildung, wie, Widmark und Carlens (6) annehmen, nicht in Frage. 
Auf die Méglichkeit eines Zujammenhangs zwischen diesen beiden Er- 
scheinungen werden wir unten naher eingehen. 


Wir kommen nun zu einer anderen, von uns beobachteten, ungewéhn- 
lichen Erscheinung das ist der relativ gleichmaBige Verlauf der Kurven 
des Blutzuckergehalts bei Kiihen, ohne steiles Steigen und Fallen. Die 
Kurven (Abb. 3 und 6) ergaben nach einer recht betrachtlichen Zufuht 
von Kohlehydratfutter in keinem Falle eine héhere Ziffer als 0,055° 
wobei zu bemerken ist, daB wir gerade diese Ziffer schon bei der ersten 
Blutentnahme von einem niichternen Tiere, nach 13- bis 14stiindigem 
Hungern, erhielten und da® sie sich spater sogar verringerte. Vielleicht 
hingt diese Besonderheit der gewonnenen Kurven mit den Ejigenheiten 
des Baues und der Funktionen des Magens der Wiederkauer zusammen. 


Wir wollen nun noch auf eine weitere Besonderheit hinweisen, welche 
sich auf den ersten Blick sogar der Aufmerksamkeit entzieht. Wir haben 
die Daten, welche wir bei der Untersuchung der Kiihe der Anikoffschen 
Station gewonnen haben, tabellarisch so geordnet, da8 sie in der Reihenfolge 
der Tage aufgezahlt sind, an denen die Untersuchungen angestellt wurden. 
Wenn wir hier die Daten vom 10. Juli mit denen vom 8. Juli vergleichen, 
so finden wir am 8. Ziffern von 0,053 bis 0,060°,, am 10. dagegen nut 
Schwankungen von 0,035 bis 0,038°,, ungeachtet dessen, daB die Kuhe 
vom 9. ab bereits einen Futterzusatz in Form von 5 Pfund Kleie bekamen. 
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Aus der angefiihrten Tabelle II kénnen wir folgenden SchluB ziehen: \; 


7. bis zum 10. Juli haben wir eine Periode, in welcher alle Kiihe héhe 
Ziffern ergaben als in der darauffolgenden Periode vom 10. an. 
stoBen wir wieder auf einen Tag — den 6. August, 


allen Kiihen ein gréBerer Blutzuckergehalt erweist. 


Dan: 


an welchem sich |» 





Tabelle 11. 

7. VIL. 8. VIL. 10. VU 21. VIl 23. VIL 2. VIII. 6. VIII 
s 6 6s Ss o£ sis sia sis s|\|a o : 
Name der Kuh SQ Seis islisieziszis (Sis lislisigis2 
STS RIS ZUG ZIE |Z) Sl 218 | = 
mg Ltr. mg Ltr. mg Ltr.) mg | Ltr. mg Ltr. mg Ltr.) mg Ltr 
Dora .. _- = —|54' 4,40 440) 4) 52) 5 
Beljanka. . — 385 6145' 9 35 5 42) 7185) 8 
Chaprusja. .. 55 1 -—- — - —|54'0 42 0 834/| 0 | 51] 0 
Bassona.... |55| 7 | — —_— - 52) 9 
Scheleska ... 51 O _ — . — — — 61: 0 
Drema +s — 58 55 — i — | — | §2/ 6 
Prjanik . oe - 5515 (38) 4152) 6 33 4 45) 5 
Dotschka ... — — 65/9 a — — 58 6 45 Ss 
Sechdanofka .. — — 60/65 ain, | a ay Pe 

Marischka . — — 8); 3 _— _— 


Die gleiche Erscheinung einer eigenartigen Periodizitat der Schwan- 
kungen des Blutzuckergehalts finden wir bei zwei schwedischen Autoren, 
Widmark und Carlens, welche ebenfalls Untersuchungen des Blutzucker- 
gehalts beim Rinde angestellt haben. 


selbst auf Grund ihrer Daten auf die besprochenen Erscheinungen nicht 
Aber wenn wir ihre Tabellen von unserem Standpunkt aus 


hingewiesen. 


Allerdings haben diese Autoren 


betrachten, finden wir bei allen untersuchten Niihen hier wie auch in unserem 


Falle Tage, an denen sich eine Erhéhung des Blutzuckergehalts und solche, 
an denen sich ein Fallen desselben ergab. 
wir Tage, an denen der Zuckergehalt zwischen 0,075 und 0,094°% schwankt. 


Bei Widmark und Carlens sehen 


und Tage, an denen er auf 0,049 bis 0,052° sinkt. 


Zur Kontrolle der von uns beobachteten Erscheinung haben wir in 
Untersuchungen 
gestellt. Am 22. und 24. August bestimmten wir den Zuckergehalt jedesmal 
an 15 Kiihen, wobei sieben von ihnen sowohl am 22. als auch am 24. August 


der benachbarten 


Milchwirtschaft 


untersucht wurden (s. Tabelle ITT). 


Aus dieser Tabelle ersehen wir, daB die sieben zweimal untersuchten 
Kiihe am ersten Tage die Durchschnittsziffer 0,038 °;, 
grenzen 0,038 bis 0,041 °% ), am zweiten Tage die Durchschnittsziffer 0,057 °, 
(Schwankungsgrenzen 0,054 bis 0,065°%,) ergaben. 
mit den Durchschnittsziffern vergleichen, welche die Untersuchung aller 
15 Kiihe am ersten und zweiten Tage ergab, d.h. 0,039 und 0,053°,, so 
Schwankungen des Blutzuckergehalts 


treten die 


iiberindividuellen 


Kiihen noch augenfialliger in Erscheinung. 

Wie aus einer genauen Priifung der angefiihrten Tabellen IT und III 
hervorgeht, kénnen die hier festgestellten Schwankungen des Blutzucker- 
gehalts weder damit in Zusammenhang gebracht werden, ob es melkende 
Kiihe waren oder nicht, noch mit der Besonderheit ihrer Ernahrung. 


,.Matwejkowo 


“ee 


Wenn wir diese Daten 


(Schwankungs- 
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Tabelle III. 


Wirtschaft ,.Matwejkowo"™. 





4 Jabri. 10 Std. Weide 22. Vill 24. Vill 
' Anzahl Milch. akan 

Name der Kuhe . 2 ertrag Wicke Kleie Milch Zucker Zucker Milch 

Pfund Pfund Pfund Pfund my mg Pfund 
Dotschka | . . 4 140 25 5 21 38 — 
Mike i. . « 3 110 20 y 41 
Karaimka .. . 2 152 20 - 40 — - 
Schwedka . .. 9 190 25 6 26 40 — 
a 6 175 25 6 24 43 
Pawa dl .... 9 175 25 2 17 40 
Druschba ... 9 150 25 4 24 47 
Franticha . . . 6 180 20 16 43 
Dotschka IIT. . 4 20 2 5 4 418 5 44 
Liubimka ... 3 125 20 36] — ys] 4 
Moschaskaja . . 6 160 20 381= 65 = 3 
Bureschka . . . 10 92 20 4 16 «68652 «6psk= 4 
Milka IT. ... 3 136 20 3 3812 d4]z ve 
a. + «5 5 115 20 5 34] > 5412 6 
Geroika . ... 6 225 20 _ — 41} = SS} = 
ae 3 120 20 = — 58 24 
Milaschka .. . 4 205 25 4 - 52 30 
Tschernawka. . 5 150 20 2 54 14 
Pestruschka 7 178 20 — — 54 22 
Beljanka 3 - 20 45 24 
Krasotka 11 137 20 — 43 18 
Tugaja 9 147 20 - 50 16 
Brawaja . 6 190 20 — AO 18 
Im Durchsehnitt: 39 53 


Wenn wir auf unsere Beobachtungen die Terminologie von Laqueur 
und Jongh anwenden, welche bei der Erforschung der Reaktion von 
Kaninchen auf Insulin eine ,.intraindividuelle* (d. h. individuelle im eigent- 
lichen Sinne) und eine ,,interindividuelle’’ Reaktion unterscheiden, so 
kénnen wir sagen, daB, da der Unterschied des Zuckergehalts bei ein und 
demselben Tiere an verschiedenen Tagen gréGer ist, als der Unterschied 
zwischen den Schwankungen bei den verschiedenen Tieren an demselben 
Tage, in unserem Falle eine ausgesprochene intraindividuelle Schwankung, 
bei geringer interindividueller, an jedem Tage stattfindet. 

Ebenso wie Laqueur und Jongh keine Bestandigkeit in der Reaktion 
ein und desselben Kaninchens auf Insulin fanden, so haben auch wir eine 
Bestandigkeit des Blutzuckergehalts weder bei ein und demselben niichternen 
Tiere (vgl. die Daten der Anikoffschen Station), noch unter bestimmten, 
genau gleichbleibenden Bedingungen der Weide und der Beifiitterung 
(vgl. die Daten der Wirtschaft ,.Matwejkowo"*) feststellen kénnen. Laqueur 
und Jongh neigen zur Annahme, daB hier iiberindividuelle Faktoren eine 
gewisse Rolle spielen, wie atmospharischer Druck, Temperatur und andere 
allgemeine Einfliisse, welche geeignet sind, individuelle Abweichungen in 
ein und derselben Richtung bei verschiedenen Individuen hervorzurufen. 


Das Vorhandensein solcher individueller Schwankungen, obschon in 
der Literatur noch nicht geklart. laBt es doch bedauerlich erscheinen, daB 
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Cammidge und Howard (7) ihre Untersuchungen des Blutzuckergehalts als 


konstitutionellen Faktor an solechen Tieren (Méusen) angestellt haben, cd 
nur einmalig untersucht werden kénnen. 

Andererseits schlieBen auch unsere Untersuchungen, da sie nicht a 
reinrassigen Kiihen vorgenommen wurden, keineswegs die Méglichkeit au 
daB auch beim Rinde sich gewisse Typen von Glykamie werden feststelle: 
lassen. Aus den angefiihrten Daten kénnen folgende Schliisse gezog: 
werden: 

1. Der Blutzuckergehalt bei niichternen Kiihen halt sich auf einem 
sehr niedrigen Niveau. 

2. Kohlehydrathaltiges Futter ruft bei Kiihen keinen Anstieg des 
Blutzuckers hervor. 

3. Die Schwankungen des Blutzuckergehalts bei ein und dem 
selben Tiere an verschiedenen Tagen sind bedeutender als die Unte: 
schiede zwischen verschiedenen Tieren an demselben Tage. 

4. Der niedrige Zuckergehalt und dessen Schwankungen kénnen 
nicht mit der Milchabsonderung in Zusammenhang gebracht werden 
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Zur Biochemie des Jods. 


Von 
Stefan Weiser und Arthur Zaitschek. 


Aus der k6niglich ungarischen tierphysiologischen Versuchsstation in 


Budapest.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1927.) 


Die durch Fiitterung von Jodkali bisher erzielten Ergebnisse 
veranlaBten uns zur Ausfiihrung der im folgenden beschriebenen Ver- 
suche. Mit Riicksicht darauf, daB ein Teil des dem Muttertiere verab- 
reichten Jods in die Milch iibergeht, sollte untersucht werden, welchen 
KinfluB eine Jodkalifiitterung auf das Wachstum der séugenden Tiere 
ausitibt. In anderen Versuchen befaBten wir uns mit der Frage, welchen 
FinfluB eine Beifiitterung von Jodkali auf die Entwicklung in ihrem 
Wachstum zuriickgebliebener, entwéhnter Tiere ausiibt. Weiterhin 
sollten jene Versuche wiederholt werden, bei denen der EinfluB der 
Jodfiitterung eme Steigerung des Milchertrags hervorrief 


I. EinfluB des Jods auf die Entwicklung siugender Ferkel. 


Der Versuch wurde an Yorkshiersauen in der folgenden Weise aus- 
gefiihrt. 40 Sauen wurden in zwei Gruppen geteilt, von denen auf Gruppe I 
17, auf Gruppe IT 23 Stiick entfielen. Die Fiitterung und sonstige Haltung 
der beiden Gruppen war wahrend der ganzen Versuchszeit eine vollkommen 
gleiche und unterschied sich nur darin, daB die Tiere der Gruppe I in den 
letzten 3 Wochen ihrer Trdchtigkeit und wdahrend der Sdugezeit pro Kopf 
und Tag 50g gewéhnlichen kohlensauren Futterkalk bekamen, wahrend 
Gruppe IL 50g desselben Futterkalks erhielt, dem aber vorher, aufs sorg- 
fdltigste vermischt, 0,25°%, Jodkali zugesetzt wurden. 

Der Verbrauch an Jodkali betrug daher pro Tier und Tag 125 mg. 
Die Aufnahme dieser ziemlich groBen Jodkalimengen ging bei samtlichen 
Tieren vollkommen glatt vor sich und zeigte sich bei keinem einzigen Tiere 
sowohl wahrend der Trachtigkeitsperiode, wie auch beim Abferkeln und 
bei der Aufnahme der Ferkel irgend eine abnormale Erscheinung. In der 
ersten Zeit der Trachtigkeit bekamen beide Gruppen ein aus zu gleichen 
Teilen aus Gerste und Mais bestehendes Kraftfutter, von dem pro Tag 
und Tier 2 bis 2,5 kg verabreicht wurden. In den letzten 3 Wochen der 
Trachtigkeit wurde diese Ration um lkg erhéht und durch Zusatz von 
10° tadellosem Fleischmehl erganzt. Als nach dem Abferkeln die normale 
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Fiitterung der Sauen begonnen hatte, bestand das Futter aus einer Mischu 
von 30°, Maisschrot, 30°, Gerstenschrot, 30°, Kleie und 10°, Fleischme! 
Der Ferkelzahl entsprechend wurden dem Muttertier pro Ferkel 0,5 kg «. 
obigen Mischung verabreicht und diese Menge durch weitere 0,5 kg 
Erhaltungsfutter fiir die Sau erganzt. 

In den ersten 3 Wochen bestand die Nahrung der Ferkel ausschlieBlic| 
aus Muttermilch, hernach wurden sie langsam an Kérnergerste gewéhni 
die dann sukzessiv durch ein Gemisch von Gerste und Maisschrot, Klex 
und Fischmehl ersetzt wurde. Das Saugen dauerte bei saémtlichen Tiere 
10 Wochen. Bei jeder Sau wurde die Anzahl der geworfenen Ferkel, das 
Gewicht des ganzen Wurfes, die Zahl der totgeborenen, erdriickten ode: 
an einer Krankheit verendeten Ferkel bestimmt. Die Gewichtsbestimmuny 
der einzelnen Wiirfe wurde im Laufe der Saéugezeit wiederholt und zum 
SchluB wurde beim endgiiltigen Entziehen der Muttermilch das Absatz 
gewicht der einzelnen Wiirfe bei beiden Gruppen festgestellt. Die Ergebniss« 
dieser Bestimmung enthalt die beiliegende Tabelle. 

Wie ersichtlich, fiel die Zeit des Ferkelns bei beiden Gruppen auf di: 
Zeit von Mitte November bis Ende Dezember. Bei den 17 Sauen ohne Jou 
betrug das Minimum der Tragzeit 112, das Maximum 123, im Mitte! 
116 Tage. Bei den 23 Sauen mit Jod betrug das Minimum der Tragzeit 
111, das Maximum 118, im Mittel 114 Tage. Die Verabreichung des Jods 
hatte mithin auf die Tragzeit keinen merklichen EinfluB. 

Der Unterschied der zwei Gruppen zeigte sich vorerst weder bei det 
Anzahl der geworfenen Ferkel, noch beim durchschnittlichen Wurfgewicht. 
Auf eine Sau entfielen im Durchschnitt bei Gruppe I (ohne Jod) 8,94, 
bei Gruppe II (mit Jod) 9,13 Ferkel; das Geburtsqgewicht eines Ferkels wa: 
bei Gruppe I 1,28, bei der Jodgruppe 1,16 kg. 

Die Anzahl der verendeten und der aufgezogenen Ferkel war bei den 
zwei Gruppen die folgende: 





Gruppe 
I Il 
ohne Jod mit Jod 
Gesamtzahl der Ferkel von 17 bzw. 23 Sauen 152 210 
Von diesen: j 

toetgeboren . .. . Te tk ny 1 0.66 %, 6 2.85 ° 
NE tt Fe LP eel ay A te 4 2.63 °, 24 11,45 ° 
durch Krankheit verendet. . . . . . . = &3 54.61 °,, 6 2.85 ° 
Is hl & oer BG § . | 64 42.10°, 174 82,85 ° 


Wie ersichtlich, war die Anzahl der totgeborenen und der kurz nach 
der Geburt erdriickten Ferkel bei der Jodgruppe etwas gréBer als bei 
Gruppe I. Wesentliche Unterschiede zeigten sich hingegen im weiteren 
Verhalten der zwei Gruppen. Trotzdem, wie schon bemerkt, die Haltung 
der zwei Gruppen ganz dieselbe war und auch in der Anzahl und im Wurf- 
gewicht der Ferkel kein Unterschied vorlag, verhielten sich bei der weiteren 
Aufzucht die Ferkel der Jodgruppe viel giinstiger als die anderen. Wahrend 
die Ferkel der Jodgruppe weiteren Krankheiten gegeniiber eine fast tadellose 
Widerstandskraft zeigten, indem im Verlauf der ganzen Séugezeit nur 
2.85°, der Ferkel infolge der iiblichen Ferkelkrankheiten verendeten, so 
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daB trotz der hohen Erdriickungszahl 82,85°, aufgezogen und abgesetzt 
werden konnten, betrug der Verlust bei der ohne Jod gehaltenen Gruppe 
54,61°, so daB nur 42,10°, aufgezogen und abgesetzt werden konnten. 
Bei Gruppe I (ohne Jod) erlitten namentlich die Ferkel der Sauen Nr. 11 
bis 17 sehr groBe Verluste und auch die aufgezogenen Ferkel dieser Sauen 
blieben in ihrer Entwicklung sehr stark zuriick. Von den 68 Ferkeln det 
Sauen Nr. ll bis 17 gingen 33 teils bei der Geburt, teils in den ersten 
4 Wochen zugrunde, wahrend die iibrigen 35 Stiick an verschiedenen Krank- 
heiten in den letzten 4 Wochen der Saéugezeit eingingen. Dab diese Ferkel 
trotz der sorgfaltigsten Haltung nicht am Leben zu erhalten waren, geht 
aus ihrem am 31. Dezember bestimmten durchschnittlichen Gewicht hervor, 
daB im Minimum 2,29, im Maximum 4,20 kg betrug. Wie bemerkt, gingen 
in den letzten 4 Wochen der Saéugezeit samtliche 35 Stiick zugrunde. Bei 
Gruppe I (ohne Jod) konnten also von 17 Sauen nur die Ferkel von 


10 Sauen aufgezogen werden, wahrend bei der Jodgruppe von 23 Sauen 
die Ferkel sémtlicher Sauen, und zwar — wie weiter ersichtlich mit 


einem befriedigenden Resultat aufgezogen werden konnten. 

Diese krassen Unterschiede kommen in der Gewichtszunahme und im 
Absatzgewicht der Ferkel der zweiten Gruppe am deutlichsten zum Ausdruck 
Nachdem das Gewicht der einzelnen Wiirfe sofort nach der Geburt bestimmt 
war, wurde es im weiteren Verlauf der Saéugezeit noch dreimal bestimmt. 
Die sich bei diesen Wagungen ergebenden Durchschnittsgewichte waren 
fir je ein Tier der Gruppen die folgenden: 





Durchschnittsgewicht eines Ferkels in Gruppe 


I Il 
ohne Jod mit Jod 

kg kg 

| 

Nach der Geburt ......... 1,28 1.16 
etwa 4 Wochen ....... 5.29 5.85 

, 6 bis 7 Wochen. . . . . 6.92 10,50 

dem Absetzeon ....... 13.17 18.54 


Wie ersichtlich, war die Entwicklung der zwei Gruppen eine grund.- 
verschiedene. Bei den aufgezogenen Ferkeln war der Unterschied in den 
ersten 4 Wochen noch ein ziemlich geringer, verstarkte sich aber in den 
letzten 6 Wochen der Saéugezeit in sehr betrachtlichem MaBe. Wahrend 
nach 6 bis 7 Wochen das Gewicht der bis zum Absetzen aufgezogenen 
einzelnen Ferkel bei Gruppe I (ohne Jod) zwischen 5,50 bis 9,43 kg schwankte 
und im Mittel 6,92 kg ausmachte, hatten zur selben Zeit die Ferkel det 
Jodgruppe ein Gewicht von 8,63 bis 13,25 kg, im Mittel von 10,50 kg. 

Das Absatzgewicht der 64 Ferkel der Gruppe I schwankte zwischen 9.00 
bis 15,71 kg und betrug im Mittel 13,17 kg, demgegeniiber schwankte das 
Absatzgewicht der 174 Ferkel der Jodgruppe zwischen 12,0 bis 25,17 kg 
und war im Mittel 18,54 kg. 

Sowohl das angegebene Minimum, wie auch das Maximum muB aber 
als ein ganz abnormales betrachtet werden. Das Minimum war dadureh 
verursacht, daB die Ferkel der Sau Nr. 1 von Anfang an ungemein schwach 
waren. Hingegen muB8 als abnormal gro8 das Absatzgewicht der Ferkel 
von der Sau Nr. 2 betrachtet werden, das im Durchschnitt 25,17 kg betrug. 
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Nach Weglassen dieser extremen Werte schwankte das Absatzgewicht «i; 
174 — 12 = 162 Ferkel von 14,33 bis 22,67 kg und betrug im Mittel 18,24 ky 

Worin die Ursachen der schlechten Entwicklung der Ferkel der Grupy« | 
zu suchen sind, laBt sich kaum feststellen, da die Haltung der Muttertic,, 
und die der Ferkel ganz normal war und sich in keiner Weise von jener de: 
Gruppe II unterschied. Nachdem wir alle Méglichkeiten in Beriick. 
sichtigung zogen, blieb als einziger Faktor, der sich zuungunsten de) 
Gruppe I auswirken hatte kénnen, der Umstand iibrig, daB der Stalltei!, 
in dem diese Tiere untergebracht waren, weniger Sonne hatte und dahe 
weniger warm war als jener Teil, in dem die Tiere der Jodgruppe stande: 
Aber auch dieser Grund erwies sich als nicht stichhaltig, denn in anderen 
Fillen konnten die im erwahnten Stalle gehaltenen Ferkel normal auf- 
gezogen werden. Wir stehen daher hier wieder vor dem so oft vorkommende, 
Fall, daB die Ferkel von einer Partie Sauen in der Winterzucht absolut 
schlecht gedeihen und ihr Absatzgewicht selbst unter dem Minimum de: 
in den Sommermonaten erzielten Resultate verbleibt. Demgegeniibe: 
zeigte die mit Jod gehaltene Gruppe eine Entwicklung, die man hierzuland: 
selbst in den Sommermonaten als befriedigend bezeichnen muBb. Unter 
diesen Umstiénden mu8 logischerweise dies mit der in anderen Fallen beob 
achteten vorteilhaften Wirkung des Jods im Zusammenhang stehen. Dai; 
diese Annahme nicht grundlos ist, geht auch aus den Ergebnissen der 
folgenden Versuche hervor. 

Zur selben Zeit, als wir den EinfluB des Jods auf die Entwicklung 
séugender Ferkel untersuchten, fanden sich zwischen den Ferkeln eine: 
anderen gréBeren Gruppe von Sauen, die von Ende Oktober bis Anfang 
November geworfen haben, 50 Stiick abgesetzte Ferkel vor, die sich trotz 
sorgfaltigster Haltung sehr schlecht entwickeiten. Die Ursache der schlechten 
Entwicklung und des fortwahrenden Verendens einzelner Ferkel konnt: 
mit Sicherheit nicht festgestellt werden. Die Tiere waren sogenannte 
Kiimmerer, von denen einzelne ohne ausgepriigte Krankheitssymptome 
plétzlich verendeten. Diesen Tieren verabreichten wir nun statt gewéhn 
lichen kohlensauren Futterkalks solchen, der 0,25% Jodkali enthielt. 
Innerhalb 10 Tagen hérten nicht nur die weiteren Todesfalle auf, sondern 
simtliche iibriggebliebenen Ferkel erholten sich zusehends. Sie nahmen 
eine vollkommen gesunde Farbe an und ihre FreBlust hob sich in dem 
MaBe, daB sie in kurzer Zeit die normalen Tiere dem AuBeren und Gewicht 
nach erreichten. 


Il. Einflu8 des Jodkalis auf die Milchsekretion. 


Durch Versuche, die am Agrikulturchemischen Institut der Hoch 
schule fiir Landwirtschaft Weihenstephan an Ziegen und Kiihen ausgefiihrt 
wurden, wurde nachgewiesen, daB eine Verfiitterung von Jodkali auf die 
Milchabsonderung einen férdernden Einflu8 ausiibt. (Fortschritte de 
Landwirtschaft 1927, H.4 und 8.) Um einen weiteren Beitrag zu diese: 
Frage zu liefern, haben wir an Milchkiihen einen Versuch nach dem Gruppen- 
system ausgefiihrt. 


Von einem gréBeren Kuhbestand wurden sechs und sechs Tiere aus- 
gewahit und in zwei Gruppen derart eingeteilt, daB jeder Kuh der einen 
Gruppe hinsichtlich Alter, Lactationsperiode, Milchertrag, Anzahl det 
Kalber usw., eine der anderen Gruppe entsprach, so daB die zwei Gruppen 
gleichwertig waren. Die Fiitterung beider Gruppen war vollkommen gleich 


st 
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d war dem Milchertrag angepaSt, indem tiber das Erhaltungsfutter pro 
Kilogramm Milch 55g verdauliches EiweiB und 0,25 kg Starkewerte ver 
ttert wurden. 


Die Versuchseinrichtung ist aus folgendem Schema ersichtlich: 





eriode Gruppe I Gruppe Il 
I Futter + 50¢ gewohul. Futterkalk Futter + 50 ¢ gewoéhul. Futterkalk 
Il + 5 ¢ jodierter Fs a + De 

il is + 50g gewohul 4 a + De 


Der jodierte Futterkalk enthielt 0,25°, Jodkali. Bei beiden Gruppen 
dauerte Periode I 36 Tage, Periode II 52 Tage und Periode III 15 Tage. 
Wahrend dieser Zeit wurde der Milchertrag der sechs und sechs Versuchs- 
kithe zumeist an jedem zweiten Tage bestimmt. Die Ergebnisse dieser 
Bestimmungen waren die folgenden: 





Gruppe I mit Jodkali Gruppe II ohne Jodkali 
Periode I vom Periode II vom Periode III vom Periode I Periode Il vom Periode III vom 
23. XI. bis 29. X11. 1926 bis 19. Il. bis 5.11]. vom 23. XI. bis 29. XII. 1926bis 19. II. bis 5. Ill 
28. XII. 1926 18. IT. 1927 1927 28. X11. 1926 18. II, 1927 1927 
Milchertrag in kg Milchertrag in kg 
81.9 78.6 75,6 79.0 71,6 75.9 
81.5 74.3 73.2 S44 72.3 66,2 
81.7 69.5 74.5 75.9 68,7 GO5 
86,0 72.0 75.5 51.4 717 72.0 
82.5 70.4 75.6 SLS 68,7 67.8 
83.0 69.3 78.3 84.1 69.8 70,2 
78.5 69,3 72.3 77.3 72.2 68,7 
83,7 70,3 70.4 54.6 70.3 68.1 
77.7 69.1 SU.0 72.2 
78,1 73.1 79.2 74.3 
77,0 72.9 79.9 73.5 
73.7 70.5 78.8 70.5 
77.2 68.9 78.6 TO4 
76.9 69.9 79,1 71.5 
78.3 71.1 81,2 73,2 
79.9 69.0 81.2 73.0 
83.8 71,1 $2.1 76.6 
76.3 73.3 77,2 79.0 
75.9 75.6 
7.7 77.1 
74.2 74.7 
77.3 74.3 
79.0 75.0 


Pro Kuh und Tag ergibt sich aus obigen Daten der folgende durch- 
schnittliche Milchertrag: 





Gruppe I mit Jodkali Gruppe I! ohne Jodkali 
Periode I Periode II Periode Ill Periode | Periode I! Periode II 


13.31 Liter 12,09Liter 12,47Liter 1341 Liter 12,14Liter 11.65 Liter 
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Wahrend der Milchertrag der zwei Gruppen in Periode T und II f, 
ganz gleich war, zeigte sich in Periode III bei Gruppe I (Jodgruppe) « 
ziemlich groBer Unterschied, der pro Tag und Kuh 0,82 Liter, d.h. rw 
7,10% des Milchertrags betrug. Da die zwei Gruppen in jeder Hinsichit 
vollkommen gleich gehalten waren, mu das Ansteigen des Milchertrags 
in Periode III einer Nachwirkung des Jodkalis (pro Tag und Kuh 125 my 
Jodkali) zugeschrieben werden. 

Am Anfang und am Ende jeder Periode wurde das Kérpergewiclit 
der einzelnen Kiihe bestimmt. um feststellen zu kénnen, ob die Beigal. 
von Jod einen EinfluB auf das Kérpergewicht hatte. Im Verlauf des 
103 Tage lang dauernden Versuchs war die durchschnittliche Gewichts 
zunahme der mit und ohne Jod gehaltenen sechs und sechs Kiihe fast ganz 
gleich, indem sie waihrend der ganzen Versuchsdauer bei Gruppe I 18, bei 
Gruppe IT 25 kg betrug. 
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Kurze Mitteilung iiber die Beziehungen von Blutzucker, 
Cholesterin und Hypertonie. 


Von 
M. Dorle und W. Liehr. 


(Aus der medizinischen Universitats-Poliklinik Freiburg i. B.) 


(Eingegangen am 8. Juni 1927.) 


Die Untersuchungen einer Reihe von Autoren haben gezeigt, daB 
die Erhéhung des Cholesterinspiegels im Blute fiir das Zustandekommen 
hypertonischer Zustande von Bedeutung ist. 

Es sei nur kurz auf die gréBtenteils experimentellen Untersuchungen 
von Westphal 1925, Schmidtmann 1925, Heitz und Labe 1922, Joel 1925 und 
andere hingewiesen. Als Begleitsymptom sowohl von Arteriosklerose als 
auch von Hypertonie wurden ferner wiederholt erhéhte Blutzuckerwerte, 
haufig verbunden mit Glykosurie, beschrieben. (Neubarer 1910, Maranon 
1921, Hitzenberger und Quittner 1921, Kahler 1921, O. Hare 1920, Schwab 
1923, Iwai und Léwy 1924.) Des weiteren wird bei Diabetes mellitus haufig 
ein Anstieg der Blutlipoide beobachtet. 

Diese Befunde scheinen darauf hinzuweisen, daB zwischen Blut- 
zucker und Blutcholesterin gewisse Beziehungen bestehen. 

Untersuchungen von Landau, Marjanko, M. Fejgin, J. Cygielstreich 
1925 scheinen diese Annahme zu bestitigen. Diese Autoren konnten fest- 
stellen, daB beim Menschen nach Verfiitterung von Cholesterin der Blut- 
zucker ansteigt, und zwar in einem ganz bestimmten Verhaltnis zu der 
verfiitterten Cholesterinmenge. 

Um festzustellen, ob sich bei hypertonischen Zustanden aus dem 
Vergleich von Blutzucker, Cholesterin und Blutdruck bestimmte 
GesetzmaBigkeiten ergeben, wurden anschlieBend an friihere Unter- 
suchungen bei einer Reihe von frischen und behandelten Fallen von 
Arteriosklerose und essentieller Hypertonie sowohl im kapillaren als 
auch im venésen Blute Cholesterin und Blutzuckerwerte bestimmt. 

Cholesterin wurde nach Autenrieth-Funk, fiir kleine Mengen ab- 
geindert von Dér/e 1923, nachgewiesen. Blutzucker wurde nach Bang 
bestimmt. Diese Methode gestattet den Nachweis der gesamten 
reduzierenden Substanzen des Blutes. Die Untersuchungen wurden 
an niichternen Patienten oder 4 Stunden nach der letzten Nahrungs- 
aufnahme ausgefiihrt. 
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Aus der Tabelle I ist zu ersehen, daB kein Zusammenhang besteht 
zwischen der Héhe des Blutzucker- und des Cholesterinspiegels, daB 
ferner zwischen diesen und dem Blutdruck sich keine GesetzmaBigkeiten 
erkennen lassen. 

Die folgenden Untersuchungen wurden an Patienten ausgefiihrt, 
die schon langere Zeit in Behandlung waren. Die Untersuchungen 
wurden am spaiten Nachmittag 5 Stunden nach der letzten Nahrungs- 
vufnahme ausgefiihrt 

Auch hier JaBt sich kein Zusammenhang zwischen Blutzucker, 
Cholesterin und Blutdruck erkennen. Aber auf etwas anderes ist hier 
hinzuweisen: Wihrend bei den friiheren und den vorliegenden Unter- 
suchungen an unbehandelten Fallen von Arteriosklerose und Hypertonie 
die Differenz zwischen dem Blutzucker der Kapillare und der Vene 
such nach Nahrungsaufnahme immer kleiner war als beim Normalen 
unter denselben Verhiltnissen, so ist hier in tiber der Hialfte der Falle 
die Differenz zwischen dem Kapillarblutzucker und dem Blutzucker- 
wert der Vene zugunsten des ersteren verhiltnismaBig groB; und das 
noch mehrere Stunden nach der letzten Nahrungsaufnahme. Bei 
Fall 2 und 3 ist noch besonders bemerkenswert, daB sich bei einer sehr 
groBen Differenz zwischen kapillarem und venésem Blutzucker relativ 
niedrige Blutzuckerwerte finden. Vielleicht steht dies in Beziehung 
zu den Befunden von Quarelli und Ivaldi (1914): daB Jod einen férdernden 
EinfluB auf den gesamten Stoffwechsel ausiibt. 

Bestimmte GesetzmaBigkeiten zwischen Blutzucker, Blutcholesterin 
und Blutdruck bei Fallen von Arteriosklerose und Hypertonie scheinen 


danach nicht zu bestehen. 
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Die Photoaktivitét des Cholesterins. 
Von 
Jan Stritesky. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Karls-Universitaét in Prag 
(Eingegangen am 8. Juni 1927.) 


In dieser Arbeit befaBten wir uns mit der Frage, was es fiir Bi 
ziehungen gabe zwischen Licht und Photoaktivitaét und zwischen diese 


und den Vitaminen, und versuchten, diese Beziehungen naher zy 


erklaren?). 

Zu dieser Arbeit veranlaBten uns einerseits unrichtige Beobachtunge: 
von Kugelmass, Mc Quarrie und Carrick iiber die Ausstrahlung von ultra 
violetten Strahlen aus Lebertran, andererseits Beobachtungen von Takahas/ 
und Hamano iiber die Wirkung von Biosterin und Lebertran auf die phot: 
graphische Platte und iiber Photoaktivierung des Cholesterins durch ultra 
violette Strahlen. Weitere Veranlassung gab die Beobachtung von Hulid 
schinsky iiber den EinfluB der ultravioletten Strahlen auf Rachitis und 
auBerdem die von Hess, Weinstock, Steenbock beschriebene Wirkung bx 
strahlter Nahrung auf die Heilung der Rachitis. 

Da fand sich ein einheitlicher Gedanke iiber das Prinzip all diese: 
Erscheinungen. Wir hatten die Vorstellung, daB der lebende Organismus. 
und zwar mit Hilfe einiger chemisch charakterisierten Stoffe, das Vermége! 
besitzt, Lichtstrahlen zuabsorbieren und dieselben wieder auszustrahlen, en! 
weder in derselben Form oder veréndert als Strahlen von anderer, abe: 
bestimmter Wellenlinge. Einen ahnlichen Gedanken iiber Photoaktivierung 
des Blutes und ihre Beziehung zu den Lipoiden erwahnte Schlapfer scho 
im Jahre 1905. 


Wir versuchten, die Vorstellung durch Anwendung der Atom- 
theorie zu stiitzen, was auch méglich zu sein schien. Danach ist der 
sogenannte Bohrsche Reizzustand des Atoms, bei geniigender primaire: 
Bestrahlung, bei Riickkehr der Elektronen in ihr friiheres energetisches 
Niveau von Ausstrahlung begleitet; das laBt sich beweisen. Wenn es 
sich in oben angefiihrten Beobachtungen wirklich um eine Ausstrahluny 
handelt, so wire es méglich, ihre Eigenschaften naiher zu bestimmen 
Am ehesten schien dies méglich durch Beobachtung der Photoaktivitat 

1. Erstens handelte es sich darum, zu bestimmen, welche Licht- 
strahlen (d. h. welcher Wellenlinge) photochemischen Effekt bewirken 


') Das Prinzip der Photoaktivitét war uns schon im Juni 1926 bekannt, 
da wir unsere Versuche diesbeziiglich schon damals beendet hatten. 
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und bei welcher Wellenlange das Maximum entsteht, zweitens ob die 
sckundéren Strahlen elektromagnetischer oder korpuskularer Natur 
sind. Als Material nahmen wir Cholesterin (bereitet aus Gallensteinen 
durch Extraktion und wiederholte Kristallisation aus Alkohol; Schmelz- 
punkt 147,2 bis 147,5°C ohne Korrektur). Wir wahlten Cholesterin 
einesteils deshalb, weil wir an ihm als photochemisch-inaktivem Stoffe 
am ehesten die Wirkung des Lichtes beobachten kénnen, anderenteils 
deshalb, weil uns das Vorkommen von Cholesterin in der Mehrzahl 
von photoaktiven Stoffen auffallig erschien. 

Was die Technik der Arbeit anbetrifft, so behielten wir die schon 
benutzte Bestrahlungsmethode in runden Kristallisationsschalen bei, 
welche wir mit photographischen Platten bedeckten (die Emulsions- 
schicht der Platte dem Cholesterin zugekehrt). Die Entfernung von 
der Lichtquelle betrug 20cm, die Bestrahlungszeit 3 Stunden, die 
Entfernung der Platte 1 cm, die Expositionszeit 24 Stunden, die Chol- 
esterinmenge 0.5 g. In einigen dieser Punkte!’) trafen wir Veranderungen 
und beobachteten so die Wirkung bei veranderten Bedingungen. Photo- 
graphische Platten (Iso Record Marion) wurden unter gleichen Be- 
dingungen entwickelt. 


Die photoaktive Wirkung des Sonnenlichtes. 


Da die Intensitat der Sonnenstrahlen und ihre Zusammensetzung 
sehr beeinfluBt wird durch Jahres- und Tageszeit (Hoelper, Busse), 
unternahmen wir unsere Versuche im Marz und August. Bestrahit 
wurde stets von 12 bis 15 Uhr an sonnigen, wolkenlosen Tagen, wobei 
wir darauf Riicksicht nahmen, daB die Strahlen senkrecht auf das 
Cholesterin fielen. Wir bestrahlten entweder direkt oder mit Benutzung 
eines Glasfilters von 3 mm Dicke. Um die Wirkung des Sonnenlichtes 
méglichst zu steigern, benutzten wir ein Spiegelfernrohr (ein Spiegel 
aus Silber von 12cm Durchmesser), wodurch die Intensitét ungefahr 


Tabelle I. 





Monat Bestrahlungszeit Bestrahlung : emperatur = Photochemischer 
o¢ Effekt 
Marz 3h direkt 12—13 “ 
s 3 mit Glasfilter 12—13 " 
. 6 direkt 13— 9 ” 
August 3 ™ 26 + 
“ 3 Spiegelfernrohr 
direkt 50 
3 Glasfilter 24 0 
o 3 Spiegelfernrohr 
mit Glastilter 50 sehr schwach 


1) Entfernung der Lichtquelle, Bestrahlungszeit usw. 
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zehnmal erhéht wurde. Das Okular wurde herausgenommen und ay 
seine Stelle eine runde Kristallisationsschale mit Cholesterin geste||: 
Naheres iiber die Versuche siehe Tabelle 1. 

Das Sonnenlicht hat also das V ermégen, Cholesterin zu photoaktivier » 
Die Wirkung ist aber sehr schwach. Was die Frage anbetrifft, welche 
Teil des Sonnenspektrums sich am meisten an dieser Wirkung beteiliy: 
erwies die Benutzung eines Glasfilters (welches Strahlen bis zy 
einer Wellenlinge von 3400 A.-E. durchlaBt), daB es hauptsdchlic) 
ultraviolette Strahlen sind. Diese unsere Meinung bestatigt der negativ: 
Effekt im Marz und der positive Effekt im August. Nach Busse haben 
nimlich ultraviolette Strahlen des Sonnenspektrums ihr Maximum 
im Sommer, ihr Minimum im Winter. Héhere Temperatur verstarkt 
anscheinend die Photoaktivitat. Wir muBten es unterlassen, die Eigen 
schaften der photochemischen Wirkung naher zu erforschen, da dies: 
zu schwach war. 


Die photoaktive Wirkung der ultravioletten Strahlen. 

Als Lichtquelle verwendeten wir die Quarzlampe System Hanay 
Wir suchten 1. die Beziehung des photochemischen Effekts a) zur 
Entfernung der Lichtquelle, b) zur Bestrahlungszeit ; 2. seine Beziehuny 
a) zur Expositionszeit der Platte (wie lange ..die Ausstrahlung* dauert 
und wann sie ihr Maximum erreicht ‘), b) zum Abstand zwischen Platt: 
und bestrahltem Cholesterin (nimmt die Intensitat der Wirkung mit 
dem Quadrat der Entfernung ab‘). 3. Wenn es sich bei der Photo- 
aktivitat um eine wirkliche Strahlung handelt. so miiBten es Strahlen 
von gréBerer Wellenlange sein als jene, welche die primaire Quelle 
aussendet. Durch Gebrauch von verschiedenen Lichtfiltern wire es 
méglich, die Strahlen annahernd zu identifizieren. Als Filter ver- 
wendeten wir: schwarzes Papier, 0.2 mm dick, Glas 0.2 mm und 2 mm 
Steinsalz 4mm, Gelatine 0.2mm, Quarzglas 4mm. So stellten wit 
uns eine Skala der Durchlassigkeit zusammen, bis fiir Strahlen ungefahr 
von 2300 A.-E. Um Strahlen von kiirzerer Wellenlange kann es sich 
iiberhaupt nicht handeln, da soleche schon die Luft allein absorbiert 
Ubersicht iiber die einzelnen Versuche siehe Tabelle II. 

Aus diesen Versuchen ersieht man, daB der durch ultraviolett: 
Strahlen hervorgerufene photochemische Effekt viel stdrker ist als jener 
welchen das Sonnenlicht bewirkt. Zu 1. Der photochemisehe Effekt ist 
abhangig von der Entfernung der Lampe. Mit der Beéstrahlungszeit 
utichst die Intensitit. Nach einstiindiger Bestrahlung entsteht ein 
ganz sichtbarer Effekt, nach zwei- bis dreistiindiger Bestrahlung wachst 
die Intensitét ungefahr proportional. Bei weiterer Bestrahlung wird 
der Effekt zwar erhéht, aber nach und nach immer weniger, so dab 
die Dichte des Negativs nach 9 Uhr fast der nach 6 Uhr gleichkommt 
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Tabelle 11. 





Entfernung 


yoy pes Bestrah- Tempesater r a 
er Lampe __jungszeit der Platte Expositionszeit Efekt cher 
cm Std Cc cm ; 
ta 20 8 55 24h ++4 
50 3 30 1 24 
Lb 20 l —DdS l 24 
20 2 W—H5d l 24 
20 3 —5dD 1 24 ie ie 
20 6 0) 5D 1 24 T + + 
20 y yI— 5S l 24 ++++++ 
2a 20 3 — 5D 1 ’ 60’ . 
20) 3 50 5D 1 HO — 120 T schwach 
20 3 y—HD 1 120 24h +++ 
20 3 5O—5S 1 24h— 48 + 
20 3 HO— DD l 48 — 72 
20 } 0—H5dS 1 72 — 9% rn 
In Glas In Papier 
2b 20 3 50—55 0.5 24h tp oo 
20 3 WI—5S 1 24 +++ ++ 
20 3 »I—HS 2 24 1. of ; 
20 3 50—55 3 24 +4 “" 
20 3 50 »D 4 24 -}. of “ 
Lichtfilter 
3 20 3 50—55 1 24 Papier... 0 
x0) 3 5N— 5d 1 24 ht - «+ © 
20 3 5N— DD 1 24 tielatine . . @ 
20 3 50—55 1 24 Steinsalz . . @ 
29 3 50—55 1 24 Quarzglas. . 4 


Dieses Resultat ist nicht ganz ausschlaggebend deshalb, weil der Effekt 
bei unseren Versuchen so stark war, daB man mit der Schwirzungs- 
kurve der Platte rechnen muB. Zu 2. Die Expositionszeit spielt eine 
wichtige Rolle. In der ersten Stunde ist die Wirkung am starksten. 
In jeder folgenden Zeiteinheit nach der Bestrahlung verliert das Cholesterin 
an Photoaktivitdt, so daB diese nach 3 Tagen (bei unseren Bedingungen) 
ganz verschwindet. Die gewéhnliche Expositionszeit von 24 Stunden 
gilt als Optimum. Die Beziehung des photochemischen Effekts zur 
Entfernung der Platte von dem bestrahlten Cholesterin zeigte sehr 
interessante Ergebnisse. Wenn wir, wie gewéhnlich, Glasschalen mit 
geschliffenem Rande verwendeten, auf die wir die Platten legten, so 
nahm die Intensitdét des Effekts mit der Entfernung nur ganz gering ab. 
Falls wir aber die Platten iiber Cholesterin in GefaiBen aus steifem, 
porésem Papier exponierten, so blieb der Effekt schon in einer Ent- 
fernung von 3cm aus. Dieses Ergebnis war schwer in Einklang zu 
bringen mit der Annahme, daB es sich um elektromagnetische Strahlen 
handle. Zu 3. Der Effekt stellte sich iiberhaupt nicht ein, falls wir ein 
Lichtfilter auf die Emulsion der Platte legten. 
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Die photoaktive Wirkung der Réntgenstrahlen. 


Die Versuche 


waren 


ahnlich 


angestellt 


wie 


die 


mit ult: 


violetten Strahlen. Als Lichtquelle verwendeten wir die Coolidgelamy 


Die Bestrahlungsbedingungen sind in den einzelnen Versuchsreihen 


angefiihrt. 
Strahlen, 2. 


Wir beobachteten 1. die Wirkung von harten und weichen 
die Beziehung des photochemischen Effekts zur Bi 
strahlungszeit, 3. a) zur Expositionszeit der Platte, b) zum Abstand 


zwischen Platte und bestrahltem Cholesterin, 4. den EinfluB von ver 


schiedenen Lichtfiltern auf den photochemischen Effekt. 


iiber die einzelnen Versuche siehe Tabelle III. 


Ubersic] 





Tabelle 111. 
Entfer- rT Entter* 
Bestrahe Tempes 
Redmtlane’ Tanke imgee” ster” "BIBS expostonscee Pontagpemiche 
cm Cc cm 
1 200kW,4mA 
ohne Filter 2) 9)0' 6§0—65 1 24h ++ 
200kW,4mA 
0.7Cu, 1,0 Al 20 90 60—65 1 24 - 
L00kW.4mA 
ohne Filter 20 90 60—65 1 24 - 
2 200kW, 4mA 
ohne Filter 20 jh 60—65 l 24 - 
Ebenso «+ 20 2 60—65 1 24 ++ 
¥. 20 3 60—65 1 24 T 7 
3a 200kW, 2mA 
ohne Filter 20 3 60—65 l 0’ — 60’ + schwach 
Ebenso 20 3 60—65 1 60 —120 + schwach 
20 3 60—65 l 120 24b ++ 
20 3 60— 65 1 24h— 48 a schwach 
‘ 20 3 60—65 1 48 — 72 ) 
3b 200kW, 2mA In Glas In Papier 
ohne Filter 20 3 60—65 1- 24h -— ++ 
Ebenso 20 3 60—65 2 24 moe + 
ri 20 3 60—65 3 24 +r 0 
a 90 3 60—65 4 24 +r 
4 200kW. 2mA Lichtfilter 
ohne Filter 20 3 60—65 1 24 Papier 6 
Ebenso 20 3 60—65 1 24 Glas 0 
a 20 3 60—65 1 24 Gelatine “ 
i 20 3 60—65 1 24 Steinsalz 0 
s 20 3 60—65 1 24 Quarzglas. . 4 


Die photoaktive Wirkung der Réntgenstrahlen ist viel schwécher als 
jene durch die ultravioletten Strahlen hervorgerufene, doch aber sichtbarer 
Weiche Strahlen rufen stéarkere 


als nach Sonnenbestrahlung. 


Zu 1. 


Wirkung hervor als harte, aber der Unterschied ist nicht sehr groB. 
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Zu 2. Mit der Bestrahlungszeit wachst die Intensitdt des Effekts. Zu 3. 
lie Expositionszeit hat dieselbe Bedeutung wie bei den wultravioletten 
Strahlen. Binnen 48 Stunden aber verschwindet die Photoaktivitat 
iiberhaupt. Die Entfernung der Platte von dem bestrahlten Cholesterin 
indert die Intensitét nicht. Bei Benutzung von PapiergefaBen ver- 
schwindet der photochemische Effekt in einer Entfernung von 3 cm. 
Zu4. Lichtfilter verhindern jede Wirkung. 

AuBer oben angefiihrten Versuchen beobachteten wir das Ver- 
hiltnis von Photoaktivitat zur Menge des Cholesterins und zur be- 
strahlten Flache. Es zeigte sich, daB bei ultravioletter Bestrahlung dic 
Menge des Cholesterins nicht die Intensitdt des Effekts dndert, bei Ver- 
gréBerung der Fldche wdchst der Effekt nur ganz gering. Bei Réntgen- 
hestrahlung ist der Effekt direkt proportional der Menge verwendeten 
Cholesterins. Die Fldche spielt keine Rolle. Diese Ergebnisse lassen 
sich leicht erklaren durch das Penetrationsvermégen beider Arten von 
Strahlen. All diese Erfahrungen gelten nicht nur fiir kristallisiertes 
Cholesterin, sondern auch fiir alle seine Lésungen (Ather, Chloroform, 
Aceton, Benzol). 

Il. Unsere bisherigen Versuche zeigen einheitlichen Charakter der 
Photoaktivitat bei verschiedenen Strahlenquellen. Gleichzeitig aber 
sprechen sie gegen unsere friihere Annahme. daB es sich um wirkliche 
Strahlen handle. Das schnelle Verschwinden des photorhemischen 
Effekts bei Benutzung von porésén PapiergefiBen und das {usbleiben 
der Wirkung bei Deckung der Emulsionsschicht mit Lichtfiltern laBt 
sich mit den Eigenschaften elektromagnetischer Strahlung nicht in 
Einklang bringen. Diese Erscheinungen lieBen sich leicht erklairen 
durch die Annahme, daB ein fliichtiger Stoff anwesend ist, der auf die 
Emulsion seine Wirkung ausiibt. Diesen Gedanken deutete schon 
Takahashi und mit ihm Hamano an. Haxthausen wies nach seinen Er- 
fahrungen mit Quarzglasfiltern auf die Ahnlichkeit mit dem sogenannten 
Russelschen Effekt hin. Von dem Gedanken, daB es sich um em Gas 
handle, ging auch Vollmer in einer Reihe von Arbeiten aus, die er un- 
gefihr zu gleicher Zeit unternahm wie wir. 

1. Um diese Frage naher zu erklaren, nahmen wir mehrere Versuche 
vor. a) Das bestrahlte Cholesterin wurde hermetisch eingeschlossen 
in ein GeféB von 250 cem, in welches photographische Platten in ver- 
schiedener Weise hineingelegt wurden (in verschiedener Entfernung 
vom Cholesterin, diesem mit Glas oder Emulsion zugekehrt, senkrecht 
gestellt, die Emulsion mit Cholesterin tiberschiittet). Die Exposition 
betrug 24 Stunden, der Effekt +-+ war diffus, gleichmaBig, etwas 
schwiacher bei Platten, die mit dem Glase dem Cholesterin zugekehrt 
waren, etwas stirker bei Platten, deren Emulsionsschicht mit Chol- 
esterin bedeckt war. b) Durch das GefaiB mit bestrahltem Cholesterin 
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leiteten wir Luft hindurch, welche dann in eine speziell konstruicri, 
Kassette mit einer photographischen Platte gefiihrt wurde. Der Effek: 
nach 8 Stunden +. Der schwache Effekt ist in diesem Falle bedinyt 
durch allzu groBe Verdiinnung durch die Luft. c) Nach unter I. 

gefiihrten und nach diesen letzten Erfahrungen kénnte man erwarte) 
daB sich am meisten schon bei der Bestrahlung Gas bilde, und so sollt; 


auch der photochemische Effekt wihrend der Bestrahlung am stirksten 
sein. Diese Erwartung hat sich bestatigt. Den Versuch stellten wir so 


zusammen: Das Cholesterin wurde in einer Glasschale (Fliche 26 gem 
Inhalt 100 cem), die luftdicht mit einem Deckel aus Quarzglas ver- 
schlossen war, bestrahIt. Cholesterin in einer Menge von 4 bis 6g war 
gleichmaBig tiber die ganze Flache zerstreut. Durch zwei gleich iibe 
dem Cholesterin eingeschmolzene Réhrchen wurde Luft durchgeleitet 
und in die oben erwahnte Kassette gefiihrt. Es wurde bestrahlt mit 
den ultravioletten Strahlen. (Entfernung der Lampe 15cm, Tem- 
peratur 90 bis 105°C; diese Anordnung wurde auch bei weiteren Ver 
suchen beibehalten.) Der Effekt nach 1 Stunde ++ +- (in spiiteren 
Bestrahlungsstunden). Der Effekt war gleich dem nach dreistiindiger 
Bestrahlung in der Versuchsreihe | (ultraviolette Strahlen). Aus unseren 
Beobachtungen ist ersichtlich, daB die Photoaktivitét durch einen 
fliichtigen Stof{, den man mit einem Luftstrom absaugen kann, bewirkt ist 

Was die Erklarung anbetrifft, stellten wir uns vor, daB die Strahlen 
eine Veranderung des Cholesterins unter, Bildung einer labilen Gruppe 
bewirken, bei dessen Zerfall ein Gas entsteht, das auf die photographische 
Platte seine Wirkung ausiibt. Da diese Experimente bei Sauerstoff- 
zutritt vor sich gingen, schien es uns am ehesten méglich, daB es sich 
bei der Photoaktivierung des Cholesterins um eine Oxydation handelt 
Was die Zusammensetzung des Gases anbetrifft, so kommt am ehesten 
Ozon oder Hydrogeniumperoxyd in Frage. 

2. Durch den oben beschriebenen Apparat fiihrten wir Sauerstoff 
hindurch. Photochemischer Effekt nach 1 Stunde —+-+-+. War das 
GefaB vor dem Versuch mit CO, gefiillt und fiihrten wir iiber dem 
Cholesterin wahrend dreistiindiger Bestrahlung CO, hindurch, blieb 
der photochemische Effekt aus. Die Gegenwart des Sauerstoffs ist bei 
der Photoaktivitdét notwendig. 

3. Sauerstoff an und fiir sich ist photoinaktiv. Es kénnte sich 
also um QO, oder H,O, handeln. Vorher aber muB man die Méglichkeit 
ausschlieBen, daB die Veranderungen auf der Platte das Ozon bewirkt, 
welches sich bei der Bestrahlung durch die Lampe in der Luft bildet. 
Vor das leere GefiB mit dem Deckel aus Quarzglas reihten wir eine 
Waschflasche an, die mit Jodstarke gefiillt war, und bei der Bestrahlung 
fiihrten wir Luft von der Lampe hindurch. Die Starke farbte sich nicht 
blau, auf der Platte blieb der Photoeffekt aus. a) Bei den eigentlichen 
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Versuchen fiihrten wir das iiber dem Cholesterin entstandene Gas in 
mn eine Waschflasche mit Jodstarke. Ungefaihr nach 90 Minuten fing 
ng die Starke an, sich zu triiben, dann farbte sie sich rosa, binnen weiterer 
10 Minuten anderte sich die Farbe in dunkelblau. Die Reaktion ist 
_ zwar nicht spezifisch, aber das Ergebnis dieses Versuchs weist fast mit 
Sicherheit darauf hin, daf es sich wm eine Oxydation handelt. b) Das 
-_ Gas fiihrten wir in eine Waschflasche mit Chromsaure mit Ather iiber- 
i schichtet (Reaktion auf H,O,). Nicht einmal nach 3 Stunden war die 
teaktion positiv. Es zeigte sich nur eine durch die durchgefiihrte 
Luft bewirkte Reduktion. Das Gas fiihrten wir in ein System von 
Waschflaschen mit destilliertem Wasser. Nicht einmal nach mehr- 
“ stiindiger Bestrahlung konnten wir H,O, nachweisen. Es ist natiirlich 
méglich, wie die Verlangerung der Reaktion auf Jodstarke zeigt, daB 
die Reaktion mit Chromséure viel weniger empfindlich ist im Ver- 
haltnis zu der bei der Bestrahlung gebildeten Menge H,O,. ¢) Das 
Gas fiihrten wir in ein System von Waschflaschen mit destilliertem 
. Wasser. Nach mehrstiindiger Bestrahlung wurde im Wasser die Arnold- 
sche Reaktion auf Ozon ausgefiihrt. Es zeigte sich eine blaulichviolette 
; Farbung, die nach einigen Minuten verschwand. Im Kontrollversuch 
war die Reaktion vollkommen negativ. Nachdem auBer Ozon héchstens 
noch das Wasserstoffsuperoxyd in Frage kommen kann und dasselbe 
mit dem Arnoldschen Reagens tiberhaupt nicht reagiert, betrachten 
wir durch die erwahnte Reaktion das Ozon als bewiesen. Die Bildung 
des Ozons aus dem Sauerstoff der Luft durch die Wirkung der ultra- 
violetten Strahlen ist, wie aus friiher beschriebenen Versuchen ersicht- 
lich, ausgeschlossen. Es handelt sich wm einen direkten Einflup der 
Strahlen auf Cholesterin bei Anwesenheit von Sauerstoff. 

4. Wo geht die Oxydation des Cholesterins vor sich? Die erste 
Méglichkeit ist natiirlich die doppelte Bindung. Man kénnte annehmen, 
daB das Ozon, welches bei der ultravioletten Strahlung entsteht, ein 
Ozonid bildet, welches dann weiterem Zerfall unterliegt. Der Annahme, 
daB es sich um eine Sattigung der Doppelbindung durch Ozon, in der 
Art eines Ozonids, handelt, stellt sich die Tatsache entgegen, daB die 
Ozonide nicht unter Bildung von Ozon, sondern unter Bildung von 
Aldehyden und Superoxyden zerfallen. Wenn wir nun annehmen, daB 
die Photoaktivitét des Cholesterins von der Doppelbindung abhangig 
ist, so kénnte man erwarten, daB nicht nur Cholesterin allein, sondern 
auch seine Derivate, in welchen die Doppelbindung noch erhalten ist, 
photoaktiv sind. Dagegen sollten die Derivate des Cholesterins, in welchen 
die Doppelbindung nicht mehr vorhanden ist, keinen Effekt hervor- 
rufen. So bereiteten wir uns Cholesterinstearat, Cholesterinbenzoat, 
Dibromcholesterin. Nach Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen 
kamen wir zu folgenden Ergebnissen: Cholesterinstearat +--+, Chol- 
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esterinbenzoat +--+, Dibromcholesterin 4. Die Photoaktivitdt des 
Cholesterins ist also wahrscheinlich abhdngig von seiner Doppelbinduny 

5. Was die Photoaktivitat des Cholesterins anbetrifft, so kénnten 
wir die oben angefiihrte Erklirung der Bildung eines Ozonids mit dem 
Freiwerden von Ozon annehmen. Falls wir uns aber mit den Ver. 
ainderungen, welchen dabei das Cholesterin ausgesetzt ist, naher be- 
fassen, sehen wir, daB diese Annahme unzulinglich ist. Wir beob. 
achteten einige physikalische und chemische Veranderungen unte1 
Wirkung der ultravioletten Strahlen wahrend einiger Stunden. Das 
kristallisierte Cholesterin geht in einen amorphen, glasigen Stoff 
iiber, nimmt an Gewicht zu, hat einen niederen Schmelzpunkt, kleinere 
Jodzahl und eine andere Acetylzahl. Es handelt sich also héchstwahr- 
scheinlich um tiefer greifende Verdinderungen in der Struktur des Chol- 
esterins als die einfache Sdttigung der Doppelbindung. Diese bedeutet 
wahrscheinlich nur eine Phase in der Verainderung des Cholesterins 
Unsere Beobachtungen dariiber werden wir in einer weiteren Arbeit 
mitteilen. 

Ill. In unseren bisherigen Versuchen befaBten wir uns mit der 
Photoaktivitat als einer Erscheinung, die das Licht im weitesten Sinne 
des Wortes hervorruft. Einige Beobachtungen (EinfluB des Sonnen- 
lichts und hauptsachlich die letzten Versuche mit ultravioletten Strahlen, 
wobei die Quarzlampe bis auf 15cm entfernt war) warfen die Frage 
auf, ob sich nicht an der Verstarkung des Effekts auch die sehr 
erhéhte Temperatur (bis 105°C) beteiligt. Diesbeziiglich nahmen wir 
mehrere Versuche vor, bei welchen die Kristallisationsschalen mit 
Cholesterin bei konstanter Temperatur von 100, 75, 50, 25, 0°C 
bestrahlt wurden. Bei Vergleich der erhaltenen Resultate sahen 
wir, daB wohl eine Abstufung der Intensitét des photochemischen 
Effekts zugunsten der héheren Temperatur vorhanden war, aber der 
Unterschied erst tiberzeugend war, wenn wir den Effekt bei 0 und 
100° C nebeneinander stellten. Dieses Ergebnis zwang uns dazu, weitere 
Versuche anzustellen, um den Einfluf der Temperatur auf die Photo- 
aktivitat des Cholesterins zu erforschen.  Kristallisiertes Cholesterin 
wurde im Dunkeln bei Luftzutritt durch 3 Stunden auf die Temperatur 
von 50, 100, 147, 150°C erwirmt. Hernach beobachteten wir wie 
friiher die Wirkung auf die photographische Platte. Bei den ersten 
Versuchen (bis zur Temperatur 147°C) erhielten wir kein positives 
Resultat. Geschmolzenes Cholesterin, das wir auf der Temperatur 
von 150°C erhielten, ergab einen Effekt, den wir mit + bezeichnen 
kénnen. Bei niedrigeren Temperaturen erhielten wir nicht einmal 
dann einen Effekt, wenn wir iiber erwirmtes Cholesterin Luft hindurch- 
leiteten, die wir hernach in die oben angefiihrte Kassette mit photo- 
graphischer Platte fiihrten, sondern erst nachdem wir den Schmelzpunkt 
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des Cholesterins iiberschritten. Falls wir nun weiter erwarmten und 
lurch das geschmolzene Cholesterin Luft hindurchleiteten, erzielten 
wir einen sichtbaren, aber doch schwachen photochemischen Effekt. 
Das Maximum lag zwischen 180 bis 220°C. Wenn wir an Stelle der 
Kassette eine Waschflasche mit Jodstarke einreihten, beobachteten 
wir erst nach 4 Stunden ein Blauwerden derselben. Aus diesen Ver- 
suchen geht hervor, daB die Temperaturen, mit welchen wir bei tiblicher 
Bestrahlung des Cholesterins rechnen miissen, an und fiir sich keinen 
positiven Effekt hervorrufen kénnen. Wohl aber haben héhere Tem- 
peraturen einen verstdrkenden EinfluB auf die Wirkung des bestrahiten 
Cholesterins. Héhere Temperaturen, als der Schmelzpunkt des Chol- 
esterins ist, iiben allein Photoaktivitét aus. Daraus erfolgt, daB die 
Photoaktivitat des Cholesterins nicht nur durch Licht allein entsteht, 
sondern daB es sich um eine Erscheinung handelt, die verschiedene 


Oxydationsprozesse des Cholesterins begleitet. 

Die Ergebnisse unserer Versuche zeigten in geniigender Weise, dab 
die Annahmen, die wir bei Beginn unserer Arbeit anfiihrten, irrtiimlich 
sind und die Frage der Photoaktivitét getrennt von dem Problem der 
antirachitischen Aktivierung behandelt werden mu8. Ubrigens brachten 
die letzten Arbeiten von Hess, Rosenheim, Windaus definitiv Licht in diese 
Frage. 

Mit der Photoaktivitat befaBten sich folgende Autoren: Ausfiihrlich 
behandelte diese Frage Vollmer, bestatigende Beobachtungen brachten: 
Beck, Haffner und Pulewka, Hennig und Schaefer, Lukas. Zu abweichenden, 
aber nicht iiberzeugenden Schliissen kamen: Kohl, Geffcken, Richter und 
Spinka. Unsere Arbeit entstand gleichzeitig und véllig unabhaingig von 
oben zitierten Arbeiten, zu definitiven Schliissen kamen wir noch friiher, 
bevor genannte Arbeiten veréffentlicht wurden. 
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Methodische Mitteilungen. VIII. 


Von 
Ludwig Pincussen. 


Uber die Bestimmung des Gesamtschwefels 
im Harn und Organen. 


Von 
Arthur Konarsky. 


(Aus der biologisch-chemischen Abteilung des stidtischen Krankenhauses 
am Urban zu Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Juni 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Bestimmung des Gesamtschwefels gehért noch heute zu den 
schwierigeren analytischen Methoden der physiologischen Chemie. 
Alle angegebenen Verfahren sind verhiltnismaBig umstandlich und 
zeitraubend, so da die ‘Ausarbeitung einer neuen Methode auBer- 
ordentlich erwiinscht erschien. Die Grundlage einer solchen Bestimmung 
kann natiirlich nur die stets befolgte sein, den Neutralschwefel ebenfalls 
in Schwefelséure tiberzufiihren, so daB nunmehr sémtlicher vorhandener 
Schwefel in bekannter Weise als Bariumsulfat bestimmt werden kann. 
Die Menge des EiweiBschwefels ergibt sich dann aus dem mit diesem 
Verfahren gewonnenen Werte, vermindert um die Menge, welche als 
freie und Atherschwefelsiure vorhanden und als solche bestimmt wurde. 

Alle Methoden, welche den Gesamtschwefel bestimmen, brauchen 
ein Oxydationsmittel, das von den verschiedenen Autoren verschieden 
gewahlt wurde. Uns erschien fiir den genannten Zweck das von Benedict 
angegebene Reagens am zweckmiBigsten. Dieses besteht aus einer 
Lésung von 200 g Kupfernitrat und 50g Kaliumchlorat auf 1000 cem 
Wasser. Mit Hilfe dieses Reagens ist es méglich, die Veraschung kleiner 
Mengen Harn, die aber fiir eine genaue Bestimmung durchaus geniigen. 
in dem friiher von Pincussen und Arinstein') beschriebenen Zentrifugen- 


1) L. Pincussen und B. Arinstein, Chem.-Zeit. 49, 980, 1925. 
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rohrehen aus gliihfester Porzellanmasse!) vorzunehmen. Man kann auf 
liese Weise die Bestimmung des Gesamtschwefels in derselben Weise 
vornehmen, wie es bei Beschreibung dieser neuartigen Zentrifugen- 
vefaBe fiir die Bestimmung der Schwefelsiure geschildert worden ist 
Man kann also die gesamte Operation von der Veraschung bis zum 
Wiegen des ausgefallten und gegliihten Bariumsulfats in 
demselben GefaBe vornehmen. Das Verfahren fiir Harn 
yestaltet sich auf diese Weise folgendermaBen. 

5 bis 10 cem Harn (bei Cystinurieharn natiirlich erheb- 
lich weniger) werden mit 1 g Natriumnitrat und 5 cem 
Benedictscher Lésung in dem vorher gewogenen Zentri- 
fugenréhrehen bei kleiner Flamme ohne Schiumen ab- 
gedampft. Zusatz von | ccm konzentrierter Salpetersaiure 
beschleunigt die Reaktion etwas, ist aber nicht erforder- 
lich. Nach dem Abdampfen wird die Temperatur langsam 
gesteigert, so daB am SchluB der Prozedur das GefaB rot- 
gliihend wird. Die Veraschung ist hiermit beendet, sonst 
wird das Erhitzen noch etwas fortgesetzt. Man 1laBt dann 
erkalten, fiigt 10 cem einer | : 4 verdiinnten Salzsiure (1,19) Abb. 1 
zu und erwairmt beinahe zum Sieden. Der Riickstand list sich 
volistandig, unter Umstanden gehen noch etwas nitrose Dampfe fort 
Man gibt nun 5 cem einer 10 °,igen, vorher ebenfalls erwarmten Barium. 
chloridlésung langsam zu und 1aBt das Réhrchen ungefaihr 2 Stunden 
stehen, Nach dieser Zeit wird scherf zentrifugiert, dinach die iiber- 
stehende Lésung abgegossen, destilliertes Wasser in gleicher Menge 
zugegeben, der Niederschlag aufgeriihrt, nochmals zentrifugiert und 
diese Prozedur so lange — in der Regel zweimal — wiederholt, bis die 
Fliissigkeit keine Reaktion auf Chlor mehr gibt. Das Wasser wird 
dann abgegossen bzw. abgehebert, auf kleiner Flamme der Rest fort- 
gedampft und schlieBlich gegliiht. Das Zentrifugenréhrchen wird 
dann wieder gewogen und der Schwefelgehalt aus der Bariumsulfat- 
menge in tiblicher Weise durch Multiplikation mit 0.1373 errechnet. 

Was die Technik der Methode betrifft, so erfolgt das Wagen zweck- 
maBig mit Hilfe einer Drahtschlinge, welche um den Wulst des Réhrehens 
herumgelegt wird und in eine Schlinge auslauft, mit der es an dem 
Haken der Wage befestigt wird. Man kann dieselbe Vorrichtung auch 
benutzen, um die Réhrehen zum Abdampfen, Gliihen usw. aufzuhangen ; 
zweckmiaBiger erfolgen diese Manipulationen in kleinen Gestellen 
aihnlich denen, welche fiir die Veraschung bei Anwendung von Mikro- 
kjeldahlkélbchen gebraucht werden. Im iibrigen ist die Arbeit mit den 
neuen Zentrifugenréhren durchaus entsprechend der mit Porzellantiege!n 


-—- 





1) Bezugsquelle: M. J. Goldberg u. Séhne, Berlin W. 9. 
Biochemische Zeitschrift Band 187. 26 
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Die Bestimmung des Schwefels in einfachen schwefelhaltige; 
organischen Kérpern liBt sich auf die gleiche Weise durchfiihre: 
wobei man mit sehr geringen Mengen Substanz auskommt. So wuri 


z. B. eine Bestimmung des Schwefels im Cystin ausgefiihrt, indem 


ungefihr 0.05 g Substanz angewendet wurden. Diese wurden mit 
Benedictscher Lésung im Zentrifugenrohr tibergossen und leicht gemise})t 
worauf die Analyse in der eben beschriebenen Weise vorgenommen wurd: 


1. Angewandt ....... . . 0,0485g Cystin 
Goefwmgem . . . .« «0 0 ts es OOo Ba SO, 
S-Gehalt . . . ew as = & 

2. Angewandt ....... . . 0,0509g¢ Cystin 
Gefunden. ........ . 0,088g BaSO, 
J EE ae ee, lt 
Theoretischer Wert . . . . . 26,7° 


Das Resultat ist also auBerordentlich befriedigend. 

Die Bestimmung in Organen und ahnlich kompliziertem Materia! 
gelingt ebenfalls mit voller Sicherheit, doch ist das Verfahren ein etwas 
anderes. Ohne auf die Schwierigkeiten einzugehen, welche sich der 
Bearbeitung solchen Materials zunaichst in den Weg stellten, und dix 
vor allen Dingen in einer Verkohlung der nicht angegriffenen Massen 
bestand, durch die das Kupfer der Benedictschen Lésung teilweis: 
zu metallischem Kupfer reduziert wurde, sei nur das Verfahren be- 
schrieben, wie wir es jetzt anwenden. 

Organe werden zweckmaBig zunachst auf dem Wasserbad getrocknet 
gut verkleinert und ein aliquoter Teil, ungefahr 0,5 bis 0.8 g, zur Analyse 
verwendet. Die Menge wird am besten direkt in das Zentrifugenrohr 
eingewogen, dort mit 1 bis 2g pulverisiertem Salpeter gemischt und 
| bis 2 cem konzentrierter Salpetersaure zugefiigt. Nachdem die ersté 
Reaktion abgeklungen ist, dampft man die Salpetersiure zum gréBten 
Teile ab, gibt dann zu der nicht ganz trockenen, erkalteten Mass: 
l0cem Benedictsche Lésung hinzu und dampft bei kleiner Flamm: 
ab. Man erhitzt dann langsam starker bis zur Rotglut. Infolge des 
Salpeterzusatzes verlauft die Reaktion ruhig, ein Herauaschaumen der 
Substanz aus dem Rohre findet nicht statt, und es erfolgt eine restlos« 
Verbrennung ohne Kohleriickstand oder Reduktion des Kupfers. Man 
erhalt auf diese Weise eine in der Hitze fliissige Schmelze, die man nun 
erkalten 1aBt. Hiernach verfahrt man in gleicher Weise wie fiir die 
Bestimmung des Schwefels im Harn: Man lést, wenn nétig unter 
leichtem Erwarmen, den Riickstand in 10 cem der oben genannten 
Salzsiure (1:4) auf und nimmt die Fallung mit 10°,iger Barium- 
chloridlésung ebenfalls in der Warme vor. Es wird dann, wie beschrieben 


zentrifugiert, die Fliissigkeit abgegossen und unter Aufriihren bis zu 
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(hiorfreiheit mit Hilfe der Zentrifuge ausgewaschen. Zum Schlub 
wird gegliht und gewogen. 

Die auf diese Weise gewonnenen Resultate sind befriedigend, wie 
sich z. B. aus nachfolgenden Versuchen ergibt, in welchen getrocknetes 
Lebergewebe mit und ohne zugesetztes Cystin dem Verfahren unter- 
worfen wurde, oder bei einem ahnlichen Versuch mit Hornsubstanz. 
| 


ie Leberversuche verliefen folgendermaBen. 
1. Abgewogen 0,5946 g getrocknete Leber; gefunden 0.0411 ¢ BaSQ, 
0.00563 ¢ S. Der S-Gehalt der getrockneten Leber war also 0,95°%. 


2. Abgewogen 0,6274 g getrocknete Leber und 0,0533 g Cystin. 


Gefunden wurde 0,1495 g Bariumsulfat ......... 0.02053 238 
(,6274 g Leber enthalten mach Analyse I... .... . . 0,00592g¢5 
Es ergibt sich also fiir das zugesetzte Cystin ..... . . O01461g5 


Die zugesetzte Cystinmenge ergibt einen S-Gehalt (0,0533 0,267) 
yon 0,0142 g. Gefunden also 2,7% zu viel. 
Abgewogen 0,7335 g getrocknete Leber und 0,0612 g Cystin. 


Gefemmem Gives BOG se i eee 0,02344¢5 
0.7355 g Leber enthalten nach obiger Analyse... . . . . 0,00694g¢5 
Es bleibt also fiir das angewandte Cystin . 0.01650 2 5 
0,0612 g Cystin enthalten 0,0612 « 0,267 ....... 0,01634¢ 5 
Abweichung gegen den theoretischen Wert also ty 


S-Bestimmung im Horn. 

Angewandt 0,498 g Hornsubstanz. Gefunden 0,1397 g BaSO, = 3,85°%, 
Schwefel. 

Abgewandt 0,5074g Horn und 0,520g ‘Cystin. Gefunden 0,248 g 
BaSO,. 0,1016 g entsprechen den zugefiigten 0,0520 g Cystin. 

0,1464 g BaSO, bleiben fiir 0.5074 g Horn. Es ergibt sich also, wenn 
man das Cystin als konstant betrachtet, fiir die Hornsubstanz eine S-Menge 
von 3,96°,, wahrend bei der Analyse ohne Cystinzusatz sich ein S-Gehalt 
von 3,85°, ergeben hatte. In diesem Falle und bei dieser Berechnung ist 
also der Fehler ebenfalls ungefaihr 2°, was bei dem Material als durchaus 
befriedigend angesehen werden muB. 

Mit dieser Methode ist es ohne Schwierigkeit méglich, die drei 
S-Fraktionen im Harn, anorganische Schwefelsiure, Esterschwefel- 
siure und Neutralschwefel zu bestimmen, indem man einerseits den 
Gesamt-§ nach dem soeben geschilderten Verfahren, andererseits die 
H,SO, bestimmt und dieses Resultat vom Gesamt-8 in Abzug bringt. 
Man kann, wie das schon in der oben erwahnten Arbeit beschrieben ist, 
die anorganische H,8 O, ebenfalls im Zentrifugenréhrehen gravimetrisch 
bestimmen, ebenfalls die Gesamt-H,80O,, nachdem man durch Kochen 
mit Salzsiure die Esterschwefelsaure aufgespalten hat. Im allgemeinen 
wird man vorziehen, diese beiden Fraktionen nach der Benzidinmethode 
in der Mikroanordnung (vgl. Mikromethodik, 3. Aufl., 8. 24)zu bestimmen, 
weil dieses Verfahren bei geniigender Genauigkeit sich in viel kiirzerer 
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Zeit durchfiihren laBt als die gewichtsanalytische Bestimmung. Nac} 
folgend ein Beispiel fiir die Gesamt-S-Analyse einer Harnprobe. 


1. Anorganische H,SO,. Angewandt 2ccem Harn, gefunden 2,33 
bzw. 2,36 mg H,SO, bei Doppelbestimmung. In 100 cem im Durchschnitt 
117 mg H,SO, 38 mg 3S. 


2. Gesamtschwefelsiure in 2cem Harn 3,27 bzw. 3,22 mg H,SQ, i 


100cem also im Mittel 163mg H,SO, = 53 mg 8. Atherschwefelsdure a 
163-117 = 46 mg H,SO, mit 15mg 8 in 100 cem. 


3. Bestimmung des Gesamtschwefels. Angewandt (Doppelbestimmun, 
l0cem Harn. Gefunden 0,0497 bzw. 0,0484g¢ BaSO,, woraus sich a 
100 cem ein S-Gehalt von 68 bzw. 67 mg berechnet, tm Mittel also 67,5 my 

Der Neutral-S in 100cem Harn betragt also 67,5—53 14,5 my 
in 100 cem. 








Die Elektrodialyse der Proteine. 
Von 
Wolfgang Pauli. 
\us dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 
(Eingegangen am 13. Juni 1927.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die folgenden Betrachtungen wollen zur Klarung der Frage bei- 
tragen, in welcher Richtung die Bedeutung der Elektrodialyse fiir die 
physikalische Chemie der Proteine gelegen ist. Deshalb soll neben 
einigen, gegen verschiedene MiBverstandnisse gerichteten Bemerkungen 
auch auf einzelne, fiir das Verstandnis dieses Verfahrens wesentliche, 
jedoch bisher kaum beachtete Umstinde hingewiesen werden. 

In einem kiirzlich veréffentlichten Aufsatz ,,Die Elektrodialyse 
in der Biochemie hat Charles Dhéré') die Entwicklung der Anfange 
dieser Methodik und seinen von uns stets anerkannten hervorragenden 
Anteil daran geschildert. 

Anders liegt fiir uns die Frage beziiglich der allgemeinen Ergebnisse 
dieses Verfahrens in seinen Hiinden. Dhéré sagt: ,,.Am SchluB ... kann 
ich die hauptsachlichsten Resultate meiner diteren Untersuchungen 
in keiner kiirzeren Form darstellen, als wenn ich den folgenden Satz 
von Pauli zitiere, den er in einer ganz kiirzlich erschienenen Arbeit 
ausspricht: Die EiweiBkérper zeigen bei vélliger Abwesenheit von 
Elektrolyten, was durch sorgfaltige Elektrodialyse herbeigefiihrt 
werden kann, eine schwache Leitfahigkeit und sehr geringe Wanderung 
im elektrischen Strome, besitzen also nur eine sehr kleine, einsinnige 
elektrische Ladung.*** 

Dhéré irrt®) jedoch, wenn er annimmt, daB dieser Satz Versuchs- 
ergebnisse zusammenfaBt, die gerade bei Anwendung der Elektro- 
dialyse gewonnen worden sind, welche wohl hierbei benutzt werden 


1) Kolloidzeitschrift 41, 243, 315, 1927. 

2) In einer FuBnote fiigt er naimlich hinzu: .,.DaB der Autor sich mehr 
oder weniger auf meine Arbeiten bezieht, indem er sich auf diese Weise 
ausdriickt, sagt er tibrigens nicht.“ 
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kann, aber nicht muf. In dem obigen Satze sind bereits die Resultat, 
unserer alten Arbeiten iiber die elektrische Ladung von EiweiB (di 
ersten an klaren nativen gelésten EiweiBkérpern) aus dem Jahre 1905 
und 1908 wiedergegeben, die ebenso wie die anschlieBenden Versuch, 
von F. Botazzi (1909) und L. Michaelis (1909) lange vor dem Beginn 
der Dhéréschen!) Untersuchungen veréffentlicht waren. Gleichzeitig 
mit den letzteren (1911) erschien jedoch bereits die erste Bestimmuny 
des isoelektrischen Punktes von Glutin aus unserem Institut [R. Chiari?) | 
pu 4.7, welche weit mehr enthalt als eine qualitative Aussage iibe 
den Ladungssinn. Nur diesen hatte Dhéré an seiner stark triiben elektro 
dialysierten Gelatine im einfachen U-Rohre durch makroskopisch: 
Beobachtung bestimmt. 

Die Tatsache, daB Dhérés spaterer Wanderungsversuch mit elektro- 
dialysiertem Glutin fiir die Entwicklung der physikalischen Chemi« 
der Proteine vollstandig ohne Bedeutung war und auch geblieben ist 
laBt sich leicht aus den zusammenfassenden Darstellungen von S. P. L 
Sérensen®), W. Pauli*), L. Michaelis®) entnehmen, die von demselben 
keine Notiz nehmen. Auch eine nachtragliche Riicksichtnahme wiird 
an diesen Darstellungen nicht das geringste andern. 

Wir fiihren hier nur eine von uns aus der Zeit vor Dhérés Versuchen 
stammende®) (1909) Schilderung an, die alle jene Punkte betont, welche 
Dhéré als das Ergebnis seiner Versuche angesehen wissen mdéchte: 

.Eine mit gré8ter Sorgfalt dialysierte SerumeiweiBblésung enthalt 
fast nur elektrisch neutrale Teile, wie die Bestimmung der elektrischen 
Leitfahigkeit und die Untersuchung der elektrischen Ubertiihrung zeigt. 

Da solches Eiwai8 «zum iilterwiegenden Teile aus Monoaminosduren 
besteht, so kann auch sein Zustand in der Lésung dem einfacher Mono- 
aminosaiuren dhnlich angesehen werden. Chemische und physikalisch- 
chemische Griinde sprechen dafiir, daB letztere in Lésung fast nur aus 
elektrisch neutralen Teilen’) eines zyklischen Ammoniumsalzes bestehen 

NHs. 


diirften, entsprechend dem Schema R . Nach den bisherigen Unter- 


suchungen ist — abgesehen vom Wasser — ein streng amphoterer Elektrolyt 
in dem Sinne, daB seine Saure- (Kq) und Basendissoziationskonstanten (Ky; ) 


1) Erschienen 1911. Journ. de Physiol. et de Pathol. gén. 13, 157, 167. 

2) Diese Zeitschr. 33, 167, 1911. 

3) Ergebn. d. Physiol. (Asher-Spiro) 1912. 

*) Die kolloiden Zustandsaénderungen der Eiwei$kérper, Fortschritté 
d. naturw. Forschungen, herausgegeben von E. Abderhalden 1912; ferne: 
Kolloidchem. d. EiweiBkérper, Dresden 1920. 

5) Die Wasserstoffionenkonzentration, Berlin 1914, 2. Aufl. 1922. 

*) Diese Zeitschr. 18, 355, 1909. 

7) Die Bedeutung der Zwitterionen fiir das Gleichgewicht in Amino- 
séuren ist erst vor kurzem zuerst von N. Bjerrum erkannt worden. 
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gleich waren, nicht bekannt geworden. Insbesondere zeigen die von mehreren 
\utoren untersuchten Monoaminosiuren eine gréBere Fahigkeit zu 


lig lonisation von H-Ionen als von OH-Ionen. Ahnliches konnte vom Eiweif 
La) erwartet werden. Das Eiweif wird zu einem Teile unter Wasseraufnahme 
he nach dem Schema 
nn NH, NH,<#, 
- R +H,O —» R 
. COO COOH 
ny 
2 reagieren, und wenn nun fiir EiweiS wie fiir einfache Aminosduren kg > ky 
; gilt, dann wird, allerdings nur in sehr geringem MaBe, eine Dissoziation nach 
O , H y H 
NH,< NH,< 
. R ox w—, R OH, H* 
COOH coo 


erfolgen. Es wird also neben den elektrisch neutralen EiweiBteilen cine 
kleine Anzahl von elektronegativen EiweiBionen gebildet. 

Schon die friiheren Untersuchungen (Pauli) iiber die elektrische 
Wanderung von sorgfaltig dialysiertem Eiwei8 hatten, trotz der Unvoll- 
: kommenheit der Methodik, gezeigt, daB letzte Spuren einer elektronegativen 
ni Ladung kaum zu beseitigen sind, die sich in einer verschiedenen Umladung 
e und Repulsion in den PolgeféBen verrieten. Neuere Versuche von Land 

steiner und Pauli in einem eigenen, spaiter von L. Michaelis verwendeten 
Apparat zeigten, daB bei einer vollkommeneren Versuchsanordnung eine 
v schwache elektronegative Ladung selbst an einem sehr lange dialysierten 
p EiweiB regelmaBig gefunden werden kann. Eiweif kann also nur als praktisch 
neutral betrachtet werden, insofern es zum allergréBten Teile aus neutralen 
und in einem verschwindenden Anteil aus geladenen Partikeln besteht.* 


Wenn es nun sicher ist, da$ die Erkenntnis der geringen elektro- 

. . . ‘ha . . 
negativen Aufiadung (richtiger UberschuBladung) der Proteine, die 
den AnstoB zur Entwicklung der Theorie des isoelektrischen 





Punktes derselben durch L. Michaelis gegeben hat, durch die + 
Elektrodialyse keine weitere Férderung oder Ergianzung er- & 
fuhr, so ist es doch von Interesse, sich die dafiir maBgebenden , iS 
methodischen Umstande im einzelnen klar zu machen. Wasser || 

Die Elektrodialyse vermag naturgem&éB nur ionogene — |Pter is 
Beimengungen zu entfernen, die also im Verhiltnis eines "§ 
interionischen Gleichgewichts zu den Proteinen stehen. Diese 2 
ionogenen Beimengungen sind schon in einer geniigend 








dialysierten EiweiBlésung, wie sie in den Versuchen Paulis Abb. 1 
(1905, 1908) zur Verwendung kam, in sehr hoher Verdiinnung 

enthalten. Wenn man solche Proteinlésungen, wie dies geschah, in 
unserem Uberfiihrungsapparat mit Wasser iiberschichtet und elektrisch 
durchstrémt (220 Voit), so findet bei der angewendeten Feldstirke 


geradezu momentan eine vollstindige Kationenbefreiung an der 
anodischen Grenzschicht statt. Ein Blick auf die beistehende Abb. 1. 
welche die Grenze der Proteinlésung auf der Seite des positiven Pols 
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im U-Rohre zeigt, lehrt, daB das EiweiB in der sich forthewegenden 
Grenzschicht schlieBlich nur mit den lonen des Wassers in Wechsc! 
wirkung stehen wird. Die an der wandernden Grenzschicht') gegebenen 
Bedingungen sind fiir die Beurteilung der Resultate der Elektrophores: 
in verschiedener Hinsicht von Wichtigkeit. Sie bilden z. B. einen der 
Griinde, weshalb eine Wirkung des von Glas gegebenen Alkalis fiir dix 
Uberfiihrungsversuche auBer Betracht kommt und weshalb wir (mit 
M. Spiegel-Adolf) nicht imstande waren, einen EinfluB der CO, auf 
die Elektrophorese der Proteine nachzuweisen. 

Die Verhaltnisse, die in gut dialysierten EiweiBlésungen in bezug 
auf die ionogenen Bestandteile vorliegen, werden durch Anwendung 
vager chemischer Vorstellungen nicht durchsichtiger. Sie lassen sich 
auf Grund der neuen Elektrolyttheorie und der zuerst von N. Bjerrum 
entwickelten Lehre von der Zwitterionenbildung in Aminosauren leicht 
iiberblicken. Wir haben fiir diesen Fall vor kurzem®) ausgefiihrt, daj} 
dabei Erscheinungen der Inaktivierung und Assoziation durch die hier 
allein méglichen EiweiBionentypen A’, A~ und *A™ in der Tat nur 
durch hochgeladene anderweitige Kolloidionen oder mehrwertige klein- 
volumige Kationen erfolgen kénnen. Diese wiirden allenfalls imstande 
sein, eine Entladung oder Umladung des Proteins zu bewirken. Gegen 
iiber typischen (nicht kolloiden) Anionen ist eine solche Eiweiblésung 
durchaus der eines hochverdiinnten Ammoniumsalzes analog, z. B. ein 
1°. ige Ovalbuminlésung mit guter Anna&herung der eines 1. 1074 n 
Ammoniumsalzes. Was von den ionischen Beimengungen durch Elektro- 
dialyse tiberhaupt entfernbar ist, wird, ebenso wie ein Siiure- odet 
AlkalitiberschuB, aus der Grenzschicht bei der Elektrophorese in unserem 
Uberfiihrungsapparat entfernt. Die Elektrodialyse kann hier zu dem 
Versuchsergebnis am dialysierten EiweiB nichts mehr hinzufiigen. 

Ein anderer, in unserer Frage zu beriicksichtigender Umstand ist 
der folgende. Wenn wir in einer dialysierten EiweiBlésung nach 
L. Michaelis den isoelektrischen Punkt (J) bestimmen, dessen Lage 
uns unter anderem das Vorzeichen der UberschuBladung des Proteins 
anzeigt, dann setzen wir mit den Puffern entsprechend gewahlte lonen 
hinzu. Diese werden in einer Konzentration angewendet, neben welcher 
die sonstigen im interionischen Gleichgewicht mit dem EiweiB stehenden 
geringen Elektrolytbeimengungen desselben ganz zuriicktreten. Es 
kann also hier die Elektrodialyse (ED), wenigstens soweit es sich nur 
um die Entfernung von ionogenen Beimengungen durch dieselbe handelt. 
keine Verschiebung des /-Wertes bewirken. 


') Die gleichen Betrachtungen wie fiir elektronegatives EiweiB an 
der anodischen Grenze gelten mutatis mutandis fiir elektropositives an 
der kathodischen. 

2) Kolloidzeitschrift 40, 185, 1926. 
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Eine besondere Frage ist es, wie weit man die durch ED behandelten 
EiweiBkérper als retne Substanzen im Sinne des Chemikers ansehen 
kann. Dhéré hat in seinen Versuchen handelsiibliche Gelatine und 
Serum durch Elektrodialyse bis zu sehr niedrigen Leitfahigkeitswerten 
gereinigt. Bei Glutin konnte er mittels protrahierter Dialyse zu nahezu 
den gleichen Werten gelangen, wie durch Elektrodialyse. Denn dem 
von ihm hervorgehobenen Unterschied — 5,2. 107° r. O. in 0,726°, 
bei ED gegen 5,6 . 10-® r. O. bei 0.542 °,, und bloBer Dialyse — méchten 
wir gerade bei diesem Beispiel keine zwingende Bedeutung zumessen, 
und zwar aus zwei Griinden. Erstens hat Dkéré die grobe Rolle der 
Luftkohlensaure nicht beachtet, welche bei seiner dialysierten Gelatine 
mitgewirkt haben kann und die zuerst 191] aus unserem Institut an 
durch Dialyse hochgereinigtem Glutin beschrieben worden ist. Zweitens 
kann man die Dialyse, wie dies in letzterem Falle bei uns geschehen 
ist, durch Verwendung von Chloroform und Toluol in Zimmer- 
temperatur offenbar weiter fiihren, wahrend Dhéré bei niedriger Tempe- 
ratur mit atherisiertem Wasser gearbeitet hat. 

So aufklirend Untersuchungen am Glutin in vieler Hinsicht sein 
kénnen, so darf man sich dariiber nicht tauschen, daB das bisher ver- 
wendete Glutin ein technisches Produkt, nicht aber einen reinen Eiweip- 
kérper darstellt. Alle Ergebnisse am Glutin') kénnen bestenfalls nur 
als erste Annaherungen angesehen werden. Dazu kommt noch ein 
weiterer Umstand: verdiinnte, hochgereinigte Glutinlésungen ; bilden 
bei Zimmertemperatur keine klare Fliissigkeit, sondern milchige, un- 
durchsichtige Zerteilungen, wie dies zuerst Dhéré beschrieben hat. 
Man kann das gleiche Verhalten an hochdialysiertem Glutin beob- 
achten, und es ist lange bekannt, daB diese triiben Zerteilungen bei 
héherer Temperatur (30 bis 35°C) oder auf Neutralsalzzusatz eine 
Klarung erfahren. 

Eine Theorie dieser Triibungen ist unseres Wissens noch nicht 
gegeben worden. Man wird aber kaum fehlgehen, fiir diese Erscheinung 
eine wechselseitige Inaktivierung von Zwitterionen, wahrscheinlich 
unter Ubergang der heteropolaren Type in homéopolare Bindungen als 
wesentlichen Faktor anzunehmen. Jedenfalls bildet es eine Schwierig- 
keit, diese Triibungen, welche Dhéré verwendet hat, mit den klaren 
Lésungen etwa von Ovalbumin, Seralbumin oder von Hiamoglobin 
auf eine Stufe zu stellen, wahrend sie gewissen triiben Zerteilungen von 
variierender Dispersion nahestehen, wie sie mit Casein, Globulin und 
anderen unter Umstianden gebildet werden kénnen. 


1) Was Diéré als wiinschenswerten Vorgang betrachtet, dab sein 
Glutin vor der Reinigung elektropositiv wandert, ist wohl nur die Folge 
der von einer (friiher tiblichen) Entfarbungsmethode des Leims durch 
schweflige Séure stammenden Verunreinigung. 
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Am Serum tritt dagegen die methodische Uberlegenheit!) de; 
Elektrodialyse gegeniiber der einfachen Dialyse in Dhérés Leitfahigkeits. 
werten ganz eindeutig zutage. DaB das elektrodialysierte Serum von 
Dhéré noch stark globulinhaltig gewesen sein mub, ist jedoch nach den 
Untersuchungen von Pauli und Spiegel-Adolf, in welchen die Method 
der vélligen Beseitigung des Globulins ausgearbeitet wurde, nicht zu 
bezweifeln. Das ist wohl erst in unserem Seralbumin und Ovalbumin 
restlos erreicht worden und darauf bezieht sich die von Dhéré zu Unrecht 
beanstandete Bemerkung, daB erst in unseren Versuchen geniigend 
reine Proteine gewonnen worden sind. Wir glauben iibrigens auf Grund 
von weiteren Erfahrungen, daB in dieser Hinsicht noch mancher Fort- 
schritt zu erreichen ist. 

Es soll keine Unterschatzung der Verdienste Dhérés um die Method: 
sein, wenn wir feststellen, daB seine eigenen Versuche mit dem von ihm 
ausgearbeiteten Verfahren auf die Entwicklung der physikalischen 
Chemie der Proteine keinen weiteren Einjlug genommen haben. Div 
wissenschajtliche Bedeutung der Elektrodialyse begann auf diesem 
Gebiete mit dem Studium der C O,-Reaktion der reinsten EiweiBkérper 
mit der Verwendung des Schichtungsphianomens und der Einfiihruny 
jener Methoden, die wir zugleich bei der physikalisch-chemischen 
Analyse der anorganischen Sole angewendet haben, vor allem det 
Aktivitatsbestimmung der Gegenionen der Kolloidionen.  Fiir die 
Entdeckung der CO,-Reaktion reinster Proteine wire gewiB auch 
Dhérés U-Rohranordnung geeignet gewesen, fiir die weitere Ausbildung 
der Elektrodialyse und insbesondere die Verwendung des Schichtungs 
phanomens war sie nicht brauchbar. Hier hat sich unsere Apparatur* 
itiberaus bewahrt, deren sich auch The Svedberg fiir sein reinstes Ov 
albumin bedient hat. Wir haben sie auch benutzt, um z. B. den be 
merkenswerten EinfluB des Schwerefeldes auf die Schichtungsphinomen« 
zu studieren. 

In bezug auf das Verhaltnis von isoelektrischem und reinem 
Protein kénnen wir uns gegeniiber den breiten Ausfiithrungen von 
Dhéré kurz fassen. Die Theorie der Eigenreaktion von Ampholyten 

und ihrer Beziehung zum Werte J ist bereits im Jahre 1912 von S. P. L 
Sérensen®) vollstandig und klar entwickelt worden, dessen anscheinend 
Dhéré nicht bekannten Darlegungen auch heute im Prinzip nichts 
hinzuzufiigen ist. Mit steigender Konzentration eines Proteins wird 
sich also sein pa dem J-Werte nahern, wie es auch unsere Versuche 
gezeigt haben. 


') Dieser Unterschied von Serumeiwei8 und Glutin bildet ein be 
sonderes Problem, auf das wir bei anderer Gelegenheit zuriickkommen 

2) Von Fritz Kohler in Leipzig. 

3) lie. S. 495. 
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Es ist ein MiBverstindnis von J. Dhéré, wenn er J. Loeb den 
Widersinn zuschreibt, daB er eine von ionogenen Bestandteilen freie 
Gelatine als isoelektrisch angegeben hatte. J. Loeb") hat seine Gelatine 
mit angesiuertem Wasser von pa = 4,7 wiederholt gewaschen, was 
sicher die Verdrangung anderer Kationen begiinstigt, und die so be- 
handelte Gelatine darauf mit reinem Wasser neuerlich ausgewaschen. 
Diese Behandlung war fiir J. Loeb ein Weg, das Glutin aschearm, 
nicht aber es isoelektrisch zu erhalten. 

Nach den uns unbekannt gewesenen Angaben von Morse und 
Pierce®) miissen diese als die ersten Erfinder der Elektrodialyse be- 
zeichnet werden, deren Prinzip sie erschépfend und eindeutig in der 
heute angewendeten Form beschrieben und die sie fiir ihre Gelatine- 
reinigung auch mit Erfolg benutzt haben. Wenn diese Autoren, denen 
biochemische Interessen naturgemaB fernlagen, auch wenig Einzel- 
heiten bekanntmachen, so geht es doch nicht an, heute deren Produkt, 
das sicher feste Gallerten gebildet hat, als durch Hydrolyse stark ver- 
findert zu bezeichnen, da die angegebene Stromspannung bei der 
Variationsméglichkeit fiir den Abstand der Elektroden von den Per- 
gamentmembranen zur nachtraglichen Schitzung der verwendeten 
Stromstarke nicht geniigt. 

Dhéré hat anlaBlich seiner ohne Kenntnis der Arbeit von Morse 
und Pierce 7 Jahre spiter erfolgten Einfiihrung der ED als Reinigungs- 
methode fiir Proteine die ersten damit erreichbaren Leitfahigkeits- 
werte veréffentlicht und den erzielten Effekt ersichtlich gemacht. 

Auf einige weitere theoretische und techmsche Fragen der Elektro- 
dialyse kommen wir anlaBlich anderer Untersuchungen noch zuriick. 


1) Die EiweiBkérper usw., vgl. die engl. Ausgabe. Berlin, J. Springer, 
1924. 

2) Zeitschr. f. physik. Chem. 45, 606, 1903. Wir haben auBer Dhéré, 
auf Grund einer alten Notiz, auch Steele und Denison als Vorganger erwahnt, 
doch scheint hier eine Verwechslung mit einem heute uns nicht eruierbaren 
Untersucher vorzuliegen, der Wechselstrom zur Gelatinereinigung benutzte. 
Dem von uns gleichfalls als Vorginger erwahnten genialen technischen 
Verwerter der verschiedenen elektrophoretischen Erscheinungen, Grafen 
B. Schwerin, diirften, seiner ganzen Arbeitsrichtung nach, die Angaben 


von Morse und Pierce eine Anregung geboten haben. 
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1. Die Bedeutung der Hemmungserseheinungen und Vorversuche. 

Die Frage, ob die fermentative Proteolyse durch Spaltprodukte der 
EiweiBverdauung gehemmt wird, hat nicht nur vom Standpunkt der 
allgemeinen Fermentlehre in der letzten Zeit groBe Bedeutung gewonnen. 
Waldschmidt-Leitz hat sich naimlich neuerdings bemiiht?), durch fer- 
mentative Spaltungsversuche Einblick in die Konstitution der EiweiB- 
kérper zu erhalten. Dies setzt voraus, daB die EiweiBspaltung durch 
ein bestimmtes proteolytisches Enzym erst dann stillsteht, wenn alle 
Bindungen gelést sind, die durch dieses Enzym iiberhaupt angegriffen 
werden kénnen. Unter dieser Voraussetzung sind Abbauversuche 
mit verschiedenen proteolytischen Fermenten in wechselnder Reihen- 
folge tatsiichlich geeignet, Anhaltspunkte zu geben sowohl fiir die Zah| 


1) Mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 

*) E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner und I. W.Grasmann, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 156, 68,. 1926.; HE. Waldschmidt-Leitz und E. Simons, 
ebendaselbst 156, 99, 1926. 
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der im EiweiB vorkommenden Bindungsarten als auch fiir die spezifische 
hinstellung der einzelnen proteolytischen Fermente auf diese Bindungen. 
Zweck der vorliegenden Untersuchungen ist es, die Zulassigkeit dieser 
Voraussetzung zu priifen, und zwar hauptsichlich fiir das System 
Trypsin—Kinase und Pepsin, da Euler') und seine Schiiler wihrend 
der vorliegenden Untersuchungen diese Hemmungsprobleme fiir das 
Krepsin in Angriff genommen haben. Falls sich namlich bei der Pro- 
teolyse durch den hemmenden EinfluB von Spaltprodukten falsche 
Gleichgewichte einstellen, kommt diese bereits zum Stehen, ehe alle 
Bindungen, die von dem betreffenden Enzym angegriffen werden kénnen, 
yelést sind. In diesem Falle sagt die Leistung des betreffenden Enzyms 
natiirlich nichts aus tiber die Zahl der Bindungen im EiweiBbmolekiil, 
die seiner Einwirkung zuganglich sind. AuBerdem kann in diesem Falle 
eine verschiedene Spezifitat verschiedener Proteasen  vorgetduscht 
werden. Gelten andere Hemmungsbedingungen fiir das zweite Enzym 
wie fiir das erste, so kann bei dem Ubergang auf ein neues Ferment die 
Hydrolyse ungehemmt von neuem in Gang kommen, ohne daB das 
zweite Enzym eine andersartige Substratspezifitat besitzt. Pepsin und 
Trypsin werden aber tatsaéchlich von verschiedenen Kérpern gehemmt. 
(Vgl. Dipeptidversuche, 5.418 und 424.) 

Die Angaben dariber, wieweit bei proteolytischen Fermenten 
Hemmungserscheinungen durch Spaltprodukte auftreten, sind auBerst 
diirftig. Friihere Versuche mit ungereinigten Fermenten und — wie wir 
durch die bahnbrechenden Arbeiten von Willstdtter und Weldschmidt- 
Leitz wissen — mit falschen Substraten ergaben ein so wenig eindeutiges 
Resultat, daB Oppenheimer*) ,,diese Frage als noch nicht recht geklart™ 
bezeichnet. Fiir das Pepsin liegen tiberhaupt keine Resultate vor, und 
beim Trypsin hat sich eingehender bisher nur J. Northrop*) mit dem 
Problem beschaftigt. Er gibt an, daB Hemmungen bestehen. Das ist 
prinzipiell im Sinne der skizzierten Fragestellung wichtig. Da seine 
Experimente nicht einmal in ihrer urspriinglichen Form und Methodik 
nachgepriift sind, muBte zur Orientierung versucht werden, diese zu 
reproduzieren. Dann erst wurde zu den umstandlicheren Methoden der 
Fermentreinigung tibergegangen. 


Im einzelnen kommt Northrop zu folgenden Resultaten: Die 
Produkte der Siure und Alkalihydiolyse beeinflussen den Spaltungs- 
verlauf in keiner Weise. Dagegen vermag ein nach seinen Angaben 


1) H.v. Euler und H. Josephson, Chem. Ber. 59, 226, 1926; Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 157, 122, 1926. 

2) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen, 5, Aufl., 1925/26, 
S. 913. 

8) J. H. Northrop, Journ. of gen. Physiol. 4, 22 
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fermentativ abgebauter EiweiBkérper [Inhibitor!)] die Hydrolyse 2, 
beeintrachtigen. 


Seine Ergebnisse wurden mit drei Methoden nachgepriift. Zundch.: 
mit Hilfe der Leitfahigkeitsmessung, wobei beziiglich der Apparatur w 
der Versuchsanordnung die Angaben Northrops als Vorbild dienten. Dox 
wurden diese undurchsichtige Methode bald aufgegeben, vor allem da by 
Benutzung eines fermentchemisch wiinschenswerten Puffers mit seine) 
hohen Anfangsleitfahigkeit die Ausschlage sehr klein werden. Von eine; 
Anttihrung dieser Protokolle sowie der Beschreibung einer Verbesserung de: 
Northropschen LeittahigkeitsgefaBe soll daher abgesehen werden. 


DaB die Northropschen Resultate im wesentlichen richtig sind 
d. h. daB sich mit seinem Inhibitor Hemmungen erzielen lassen, sei 


durch zwei — bis auf die zugesetzte Hemmungskérpermenge — identische 


Versuche belegt. Von diesen ist der eine mit der gasanalytischen Methode 
von van Slyke ausgefiihrt und iiber langere Zeit ausgedehnt worden 
Er zeigt deutlicher als der entsprechende mit der Alkoholtitration 
verfolgte Versuch das auch von Northrop beobachtete Nachlassen der 
Hemmungswirkung, das sich bei den meisten der spiteren Versuche 
wiederfand. Northrop hat diese befremdliche Erscheinung auch zu 
deuten versucht?). 




















0 JO w 90 720 150 180 
Minuten 
Abb. 1. 
Hemmung der tryptischen Gelatinespaltung durch NorthropsInhibitor. Methodik: Nach van Slyke 
Kurve 1: Mit Inhibitor. Kurve 2: Ohne Inhibitor. 


Versuch 1. 
Hemmungslésung. Northrop-Inhibitor, sirupartig, pq 6,7. 
Fermentlésung. 2g Pankreatin-Rhenania in 20 cem Wasser aufgeschwemmt 
und filtriert. 

Das py beider Ansitze wurde mit abgekochtem Ferment zu Beginn des 
Versuchs bestimmt, es wurde wahrend und nach dem Versuch gemessen. 
In den alkalischen wie spiiter auch in den sauren Versuchsansiaitzen war 
die py-Verschiebung zum Neutralpunkt eine geringere als in den Kontroll- 
ansitzen (Pufferung durch die Hemmungslésung). 

Samtliche Versuche wurden mit Hilfe eines Wasserbadthermostaten 
auf 37,5°C gehalten. 


1) l. ec. S. 240/241. 
2) l. ec. 8S. 243. 
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Zur nachstehenden Bestimmung nach van Slyke wurde je | cem ver- 
vandt. 
Versuchsansatz. Kontrollansatz. 
25cem 2,5°.ige Gelatinelésung 25cem 2,5°.ige Gelatinelésung. 
5 ,, 0,2 mol. Phosphatpuffer vom 5 ,, 0,2 mol. Phosphatpuffer vom 
Pu = 6,7. Pu = 6,7. 
| ,, Hemmungslésung. | | ,, destilliertes Wasser. 
| ,, Fermentlésung. 1 ,, Fermentlésung. 
Pu Zunahme Minuten Zunahme Pu 
6.6 0,0) mg N 0 0,00 mg N 6,6 
Om « = 60 Gals « 
y 013 120 O23. »s v 
6.6 0.20 LSO Cee «a 6.5 
04 
x 2 
Qos + > vy. 
r 4 x 
N 7? + + 
ae 44 = 
E 
be 7 + + —+ 
| 
0 70 20 30 # 50 60 
Minuten 
Abb. 2 


Hemmung 


Hemmungslésung. 


Fermentlosung. 


Die Tit 


der tryptischen Gelatinespaltung durch Northrop-Inhibitor 


Kurve 1: Mit Inhibitor. Ku 


Versuch 


Northrop-Inhibitor. 
Wie in Versuch 1. 
ration von je 2 ccm Ansatzlési 


Methylalkohol mit 0,5 cer 


Versuchsansatz. 


Methodik: Nach W'illetdfter. 
rve 2: Ohne Inhibitor 


» 


ing erfolgte in 50cem 95° ,igem 


n Thymolphthalein. 


Kontrollansatz. 





25eem 2,5°,ige Gelatinelésung. 25cem 2,5°.ige Gelatinelésung. 
5 ,, m/10 Phosphatpuffer vom 5 ,, m/10 Phosphatpuffer vom 
Pu 6.3. Pu 6,3. 
15cem Hemmungsloésung. 1.5cem destilliertes Wasser. 
leem Fermentlésung. leem Fermentlésung. 
Pua Zunahme Minuten Zunahme Minuten 
6.3 0,.00cem 0.2n KOH 0) 0,00 cem 0,.2n KOH 63 
O01 . - x 10 0.20 
0.06 = e 20 0.23 . ; 
Y se | a A 39 0.25 . i ss y 
0.138 . ‘ 40 0,29 . a z 
6.3 O14 , i = 60 0.30 . " a 6,27 
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Diese nach Northrops Angaben angestellten Versuche vermég: 
jedoch in keiner Weise zu befriedigen. Erstens wurden sie mit ein 
fabrikmaBig hergestellten Fermentpraparat ausgefiihrt. Dieses wi: 
bei einer vorgenommenen Priifung gegen das fiir Peptidase am meiste: 
empfindliche Alanylglycin wechselnden Gehalt an Erepsin auf. Dammit 
besteht die Méglichkeit, daB in der Northropschen Anordnung Erepsi: 
hemmungen fiir Trypsinhemmungen angesehen werden. Zweitens 
gibt die Bereitung der Hemmungslésung zu Bedenken AnlaB. Da sir 
durch eingreifende und in ihrer Wirkung undurchsichtige MaBnahmen 
(Alkoholbehandlung usw.) gewonnen worden ist, kénnte es sich b: 
ihr um Kunstprodukte handeln. Drittens ist eine ausreichende Akti 
vierung des Trypsins in keiner Weise gewahrleistet. 


2. Die Hemmung der Trypsinverdauung. 


Es war also festzustellen, ob solche Hemmungserscheinungen auch 
bei Verwendung normaler Spaltprodukte gegeniiber dem System 
Trypsin—Kinase, d. h. gegeniiber ausreichend aktiviertem Trypsin 
auftreten. Normale Spaltproduktlésungen sind solche, die bei der 
Trypsin-Kinaseverdauung von selbst entstehen und ohne weiteren 
chemischen oder physikochemischen Eingriff gewonnen werden. AuBer- 
dem wurde versucht, in die Frage nach den chemischen Individuen 
die solehe Hemmungen verursachen (Aminosiiuren, Peptide), einen 
Einblick zu gewinnea. 


Um auf die erste Frage nach dem Hemmungsvermégen der im 
Versuchsverlauf entstehenden Stoffe eine Antwort zu erhalten, wurde 
folgendermaBen vorgegangen: zu einer 2,4°,igen Caseinlésung, die 
nach Waldschmidt-Leitz bis zum Stillstand verdaut war, wurde von 
neuem 2,4°, Casein hinzugegeben. Als Kontrolle diente ein Casein- 
ansatz, der in allem — auch dem py — genau dem Versuch nachgebildet 
war. Dieser unterschied sich also nur durch das Fehlen des Hemmungs.- 
kérpers. 

Versuch 3. 
Hemmunaslésung. Endlésung nach Waldschmidt-Leitz und Simons durch 

Erwarmen inaktiviert. 


Hemmungskérperkonzentration im Versuchsansatz 0,069 n 1,67 °,ig 


Caseinkonzentration im Versuchs- und Kontrollansatz 1,67°, (vgl. Ver- 
such 4 und Text). 


Puffer. 100 Teile n Ammoniak-Ammonchloridpuffer vom py 8,9, 
27 Teile m/3 Citratpuffer vom py 1.2 nach Mischung py 7,8. 
Pu beider Ansatze 8,1, bestimmt nach der Indikatorenmethode. Titration 


o 


von je 5cem Ansatzlésung in 50 cem 96°,igem Athylalkohol mit 0,5 cem 


Thymolphthalein. 
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Versuchsansatz. 


30 cem Hemmungslésung. 


0.75 ¢ Casein. 


l5ccem aktiviertes Trypsin. 


Kontrollansatz. 


18 Puffer. 
12 Wasser. 
0.75 ¢@ Casein. 


15cem aktiviertes Trypsin. 





Zunahme 


0,00 cem 0.2n KOH 


0.08 


- 


0.10 


0.39 


~ - ” 


Minuten 


0 
30 
dO 


130 


Zunahme 


0.00 cem 0.2n KOH 
0.16 
Gi . _ ‘ 


0.48 


Hiermit ist gezeigt, daB eine durch Trypsin—Kinase verdaute 


24° ige Caseinlésung die Spaltung einer Caseinlésung gleichen Stick- 


stoffgehalts deutlich hemmt. 
Substrat-Ferment- 


unveranderten 


Als Endlésung werden im folgenden die 


Substrat-Ferment -Puffer- 


gemische bezeichnet, bei denen ein Fortschreiten der Spaltung auch 


auf erneute Fermentzugabe nicht beobachtet werden kann. Fiir die 


Frage des falschen Gleichgewichts kommt es aber nicht darauf an, daB , 


der SpaltungsprozeB verlangsamt, sondern daB er vollstandig zum 


Stillstand gebracht wird. 


Bei vielen Hemmungserscheinungen, besonders wenn die Hemmung 
durch eine Bindung des Ferments an den Hemmungskérper erfolgt, 
hangt der Hemmungsbetrag nicht von der absoluten Konzentration 
des Hemmungskérpers, sondern 
Hemmungskérpers zum Substrat ab’). E 


1) Falls es sich um eine 


Massenwirkungsgesetz. 


reversible 


verbindung entspricht der Gleichung: 


K,.S.F. 
Die der Ferment-Hemmungskérperverbindung der Gleichung: 
FH or OFF A 


wobei K, und K, die Affinitétskonstanten, F Ferment und H Hemmungs- 
kérper, FS und FH die Verbindungen des Ferments mit Substrat bzw. 
Division beider Gleichungen durcheinander 


Hemmungskérper bedeuten. 


ergibt fiir die Verteilung des Ferments auf Hemmungskérper und Substrat \ 
die maBgebliche Beziehung: 

Fs K,.8 S 

FH K,.H of 


Bei gegebenen Konstanten hingt diese 
der Hemmung also ausschlieSlich von dem Betrag S/H ab. 


Biochemische Zeitschrift Band 187. 


von dem Mengenverhiltnis des 


s ware also denkbar, daB eine 


Affinitatskonkurrenz zwischen 
Ferment und Hemmungskérper handelt, folgt diese Tatsache aus dem 
Die Menge der entstehenden Ferment-Substrat- 


Verteilung und damit der Betrag 


27 
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niedrigere Substratkonzentration als die angewandte bei derselbe 

Konzentration an Abbauprodukten praktisch vollkommen an de 

Spaltung gehindert wird 

Hemmungsk6rper 
Substrat 

nach der Seite des Hemmungskérpers, kann auf zweierlei Weise e1 


Kine Verschiebung des Mengenverhaltnisses 


folgen: durch Vermehrung des Hemmungskérpers bei konstante: 
Caseinkonzentration oder durch Verminderung der Caseinkonzentration 
bei konstantem Gehalt an Hemmungskérper. In den folgenden Vei 
suchen mit Trypsin wurde der erste Weg eingeschlagen!), beim Pepsin 
wie hier vorweggenommen sei, der zweite. Es ergab sich so, daB mit 
Abbauprodukten der fermentativen Hydrolyse, die keinerlei chemischen 
Kingriffen ausgesetzt waren, vollstandige Unterdriickung jeder Eiweib 


verdauung leicht médglich ist. 


Was die Ausfiihrung des Versuchs selbst anlangt, so kam die im 
Protokoll 3 bereits verwandte Trypsin-Kinaseendlésung fiir derartige 
Versuche wegen ihres Puffergehalts nicht in Frage. Denn erstens ware 
beim Einengen der Lésung eine Hemmung durch die sehr hohe Salz 
konzentration zu befiirchten gewesen, dann aber hatte starkes Kon- 
zentrieren auch fiir die Titration den Verbrauch an Lauge eben wegen 
der Puffermengen zu sehr gegen den des Kontrollversuchs verschoben 
Es wurde daher eine Endlésung von fast gleichem Baseniquivalent 
verwandt. die durch monatelange tryptische Verdauung von Casein in 
ungepufferter Lésung erhalten worden war. Das pq von 7,8 wurde 
durch Zugabe von n NaOH annahernd konstant gehalten. Den Ausfall 
eines der so angesetzten Versuche zeigt das folgende Protokoll: 


Versuch 4. 


Hemmungslésung. Salzfreie Endlésung auf ein Viertel des Volumens ein- 
geengt. ’ 
Hemmungskérperkonzentration im Versuchsansatz 0,393 n. 


Caseinkonzentration im Versuchs- und Kontrollansatz 3,33°, (val. Ver- 


such 3 und Text). 


Titration von je 5cem Ansatzlésung in 50cem 95°,igem Methylalkohol 
unter Zusatz von 0,5 cem Thymolphthalein. 


') Dies trifft nur im Prinzip zu, denn in dem totalen Hemmungs- 
versuch mit Trpysin war auch die Caseinkonzentration gegeniiber Versuch 3 
vermehrt, aber und das ist das Entscheidende — die Konzentration an 
Hemmungskérper noch viel starker: wahrend das Gewichtsverhaltnis 


Substrat ’ ’ ; 
in dem Versuch mit teilweiser Hemmung ',, war, be- 
Hemmungskoérper 
1 


trug es in dem totalen Hemmungsversuch '/,. 








“ey 


le 
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Versuchsansatz. Kontrollansatz. 
25cem eingeengte Hemmungs- 25cem destilliertes Wasser. 
lésung. 15g Casein. 
1,5 g Casein. 5eem m/3 Phosphatpufter vom 
5eem m/3 Phosphatpuffer vom Pu 7,8. 
Pu 7,8. 15 ,, aktiviertes Trypsin. 


|5cem aktiviertes Trypsin. 





Pu Zunahme Minuten Zunahme Pu 
7.8 0.0 cem 0.2n KOH 0 0,00 cem 02n KOH 7.8 
00 . " ns 30 0.10 
OO . 2 uf 60 0.24 
{ 00 . » - 7D 0.30 4 
| a v4 = 107 0.45 . e 
00 . = s 143 0.57 . 
7.8 es .. » os 180 0.60 . - - 7.6 


Dieser Befund spricht gegen die Kleinmannsche These, dali Hemmungs- 
erscheinungen gerade in den ersten Anfangsstadien nicht vorkiimen’). 
Allerdings bleibt im Lichte der Desaggregationstheorie zu beriicksichtigen, 
daB dieser Autor nicht die Hydrolyse von Bindungen, sondern {kolloidale 
Dispersitatsanderungen verfolgt hat. 

Es erhebt sich nun die Frage: Welche chemisch definierten 
Hemmungskérper sind in der Abbaulésung! Zu ihrer Entscheidung 
schien es aussichtsreicher, bekannte, durch Trypsin—Kinase nicht 
weiter spaltbare Verbindungen auf ihre Hemmungsleistung zu priifen, 
als etwa aus den verdiinnten Lésungen solche Kérper zu _isolieren. 
Solche Verbindungen sind Aminosaéuren und einfache Peptide.  Fiir 
das System Trypsin—Kinase, das ja erhebliche Mengen von Amino- 
siuren in Freiheit zu setzen vermag, hat Northrop cine derartige 
Hemmung abgelehnt und die positiven Baylissschen Befunde auf eine 
fiir die Spaltung ungiinstige py-Verschiebung durch die zugesetzten 
Aminoséuren zuriickgefiihit. Dennoch spricht er, ohne sich genauer 
festzulegen, von Hemmungen fiir Mengen, die gréBer sind, als sie durch 
die Spaltung entstehen kénnen. Fiir einfache Peptide fehlt es in der 
Literatur an Angaben itiberhaupt. 


Es wurden daher zunichst orientierende Versuche an drei Di- 


peptiden, dem Alanylglycin, Leucylglycin und Glycylglycin ausgefiihrt. 


Es ergab sich fiir eine 0,088 n Alanylglycin-, 0,098 n Leucylglycin-, 


0,140 n Glycylglycinlésung eine deutliche Hemmung.  Einer dieser 


1) H. Kleinmann. diese Zeitschr. 177, 89. und zwar 38. 98. 
27° 
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mit Hilfe der Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke gepriiften 




















Ansatze mag hierfiir als Beleg dienen, da die beiden anderen Dipeptid« u 
ein ganz ahniiches Bild ergeben. A 
0,25 d 
x - 2 \ 
0,20 - ~- 
. 7 
S075 — ff. t , 
—~ > ° | 
RS | 
070 
005 EE —___— + 1 
1. i 
0 0 720 10 Minsten 2” ; 
Abb. 3. 
Hemmung der tryptischen Caseinspaltung durch Alanylglycin. ‘ 
Kurve 1: Mit Alanylglycin. Kurve 2: Ohne Alanylglycin ) 
Versuch 5. ! 
{ 


Hemmungskérper. Alanylglycin. 

Hemmungsk6rperkonzentration im Versuchsansatz 0,088 n. 

Caseinlésung. 2,5°ige alkalische Lésung. 

Caseinkonzentration im Versuchs- und Kontrollansatz 0,93 ig. 

Zur Bestimmung nach van Slyke wurde je lecem Ansatzlésung verwandt. 
Vereuchsansatz. Kontrollansatz. 


10 cem 2,5°%,ige Caseinlésunz. 10cem 2,5%ige Caseinlésung. 


5 ,, m/3 Phosphatpuffer vom | 5 ,, m/3 “Phosphatpuffer vom 
Pu 7,8. PH 7,8. 

0,35 g Alanylglycin in Ce H,0O. 

2cem NaOH-H,O. 10 ,, aktiviertes Trypsin. 


10 ,, aktiviertes Trypsin. 





Pu Zunahme Minuten Zunahme Pu 
7.94 0.900 mg N 0 0,000 mg N 7.94 
0,079 . 50 Os. 

v a 110 - fe . 
7.73 mask « % 220 0228 , , 7,54 


Quantitativ laBt sich die Hemmungsleistung der Trypsinendlésung, 
der Dipeptide und der Aminoséuren, die ja in hoher Konzentration 
auch hemmen sollen'), folgendermaBen vergleichen: es werden die 
genannten drei Kategorien von Hemmungskérpern in gleicher Carboxyl- 
normalitat angewandt. Dies bedeutet fiir Aminoséuren und Peptide 
ohne weiteres gleiche Molaritét. Beziiglich der Trypsinendlésung 
gestattet das Verfahren eine Aussage dariiber, ob deren Hemmungs- 


1) Northrop, |. ec. S. 241. 
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ide 





Proteasen und proteolytische Hemmungskérper. 419 


eistung erklart werden kenn unter der Annahme, ihre Hemmungs- 
wirkung beruhe ausschlieBlich auf ihrem Gehalt an Dipeptiden und 
Aminosauren. Es ist namlich in einer Aminosiure- oder Dipeptidlésung, 
die mit der Trypsinendlésung aquino:ma! ist, auf keinen Fall weniger 
Aminosaure bzw. Dipeptid als in der Trypsinendlésung. In Wirklichkeit 
ist sogar mehr darin, da nicht alle fieien Carboxyle der Endlésung 
auf Aminosaure oder Dipeptid bezogen weiden kénnen. Bleibt also die 
Hemmungsleistung dicser Lésungen bekannter Zusammensetzung 
hinter der der Trypsinendlésung zwiick, so muB diese noch andere 
unbekannte Hemmungsstoffe enthalten, und zwar von _ hdéherer 
Hemmungskraft hinsichtlich ihrer Normalkonzentration als Dipeptide 
oder Aminosauren. Es miissen also in diesem Falle diese unbekannten 
Hemmungskérper héher molekular sein als Dipeptide. Dies ist tat- 
sichlich der Fall. Als Vertreter der Aminosiwen wurde Alanin, als 
Dipeptid Glycylglycin in derselben Carboxylnormalitit angewandt, 
in der eine Trypsinendlésung totale Hemmung gegeniiber 2,4 °%,igem 
Casein hervorruft. 

Aus Versuch 4 und diesem Versuch geht hervor: im Glycylglycin- 
ansatz bleibt der Umsatz in derselben Normalitat, in der die Trypsin- 
endlésung die Hydrolyse vollstandig unterdriickt, nach 45 Minuten 
um 75°, im Alaninansatz um 37%, hinter der UmsatzgréBe des un- 
beeinfluBten Ansatzes zuriick. AuBerdem ist diese Umsatzver minderuhg 
nur in der Endlésung ein konstanter Bruchteil des gleichzeitigen Um- 
satzes in der Kontrolle (namlich 100%), wiahrend sie in Dipeptidlésung 
langsamer, in Alaninlésung schneller abnimmt. Dies ist in Abb. 4 
dargestellt. Die Ordinaten der Kurven sind berechnet nach der Forme! : 

Ux-— 

Ux 

in der U, die unbeeinfluBte Umsatzg éBe, U , die UmsatzgréBe in der 
Hemmungslésung nach derselben Spaltungszeit, bedeutet. Die Werte 


U 
#100, 
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Abb. 4 Minvten 


Vergleich der Hemmung des tryptischen Caseinumsatzes durch Endlésung (1), 
Dipeptid (-Glycylglycin) (2) und Aminosdaure (+ Alanin) (3). 
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fir Uy in Alanin und Glyecylglycin sind durch graphische Korrektur 
und Interpolation des Versuchs 6 gewonnen. Die Hemmungsleistung 
nimmt demnach von den Aminosauren tiber die Dipeptide zu den héher- 
molekularen Spaltprodukten gleicher Normalitaét hin betrachtlich zu. 

Diese betrachtliche Hemmungskraft der Dipeptide steht in guter 
Ubereinstimmung mit der neuesten Veréffentlichung von H. Kraut und 
E. Bauer’), die fiir ein anderes trypsinartiges Ferment, das Papain, die 
Feststellung machten, daB sein Wirkungsvermégen auf Celatine durch 
ereptische Zerst6rung eines das Ferment begleitenden Henmmungskérpers 
erhéht wird. Diese Forscher definieren den Begleitkérper deshalb als zur 
Gruppe der Peptide gehérig. 

Es handelt sich bei diesen Hemmungsexperimenten um eine echte 
Hemmung, nicht etwa darum, daB dem Caseinabbau eine fermentative 
Synthese der niedrig molekularen Hemmungskérper entgegen wirkt. 
Dies geht daraus hervor, daB die reinen Hemmungslésungen bei Trypsin- 
gegenwait nie irgendwelche Abnahme an Carboxylgruppen zeigen. 
Fiir pankreasfermenthaltige Aminoséurelésungen steht die Tatsache 
bereits seit Abderhalden*) fest. Bei den Hemmungslésungen, die durch 
tryptischen Caseinabbau hergestellt sind, ist das Fehlen einer Synthese 
selbstverstanilich, denn diese Lésungen kénnen ja auch bei den 
giinstigsten Spaltungsbedingungen nicht tiber das theoretisch zu er- 
wartende Gleichgewicht zwischen Trypsin—Substrat und Abbau- 
produkten hinaus hydrolysiert sein. Und das ware ja die erste Vor- 
bedingung fiir jede Synthese. In diesem Sinne wichtiger ist, daB auch 
Dipeptide, die sich langere Zeit in trypsinhaltigef Lésung befanden, 
keine Abnahme der Carboxylgruppen zeigen. Solche Versuche wurden 
wiederholt zur Priifung des Trypsin-Kinasegemisches auf Erepsin- 
freiheit ausgefiihrt. Es ergibt sich also, daB bei einer Trypsin-Kinase- 
spaltung, die zu Dipeptiden als Endprodukt fiihrt, das Substrat-End- 
produktgleichgewicht vollkommen nach der Seite des Dipeptids ver- 


schoben ist. 
3. Die Hemmung der Pepsinspaltung. 


Prinzipiell die gleichen Resultate wie beim Trypsin ergaben sich 
auch beim Pepsin, wenn man die durch Pepsinspaltung entstandenen 
Caseinabbauprodukte benutzt. Allerdings war es nicht mdglich, im 
Gegensatz zum Trypsin, in dem Hemmungsansatz die gleiche Kon- 
zentration an Casein und Hemmungskérper herzustellen, da bei dem 
Einriihren gréBerer Caseinmengen in den Hemmungskérper Flocken 
entstanden. Infolgedessen verhielt sich die in dem Ansatz befindliche 


1) H. Kraut und E. Bauer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 164, 10, und zwar 
S. 19/20, 1927. 
2) FE. Abderhalden, Fermentforschung 1, 47, 1914. 
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Caseinmenge zu der Menge des Hemmungskérpers wie 1:2,8. Die 
Caseinspaltung in diesem Ansatz war nach dem ersten Tage um 65 °%% 
nach 9 Tagen um 32°, gehemmt. 
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Hemmung der peptischen Caseinverdauung durch Pepsinendlésung 
£ pep 8 t 8 
Kurve 1: Mit Pepsinendlésung Kurve 2: Ohne Pepsinendlésung 


Versuch 7. 

Hemmungslésung. Pepsin-Caseinlésung nach Waldschmidt-Leitz und Simons 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 156, 106) durch Erwiarmen inaktiviert, 
filtriert. 

Hemmungsk6érperkonzentration im Versuchsansatz 0,107 n 2,55 %ig. 

Caseinlésung. 6° ig, alkalisch. 

Caseinkonzentration im Versuchs- und Kontrollansatz 0,9°). 


Titration von je 5cem Ansatzlésung in 5tkeem 95° ,igem Methylalkohol 


: ‘ mit 0,5eem Thymolphthalein. 
Versuchsansatz. Kéntrollansatz. 
85 cem Hemmungsldésung. 42,5cem Citratpuffer vom py = 1,3. 
15 ,, 6° ige Caseinlésung. 42,5 ., Wasser. 
0,5 g Pepsin Brit. Pharm. 15 ,, 6% ige Caseinlésung. 


0,5g¢ Pepsin Brit. Pharm. 





Pu Zunahme Tage ‘ Zunahme Pu 
2.76 0,00 cem 0.2n KOU 0 0,00 cem 0,2n KOH 2.74 
0.07 . . . l 0,20 . 
0.10 * ” a 2 0.26 
’ 0,20 . “ . a 0,39 , . “ ’ 
0,24 , ” Ps 6 0.34 - 
3,00 0,24 ,, . " 9 035 , 7 3,00 


Auch beim Pepsin ist wie beim Trypsin leicht eine totale Hemmung 


zu erzielen. Um festzustellen, ob die Vollstandigkeit der Hemmung 


Ya Substrat 
nur von dem Verhaltnis : und nicht von der absoluten 
Hemmungskérper 








ie 
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Konzentration des Hemmungskérpers abhinge, waren eigentlich zwei 
Ansitze geplant: In dem einen wurde bei der gleichen Konzentration 
an Casein wie in Versuch 7 mit dem Hemmungskérper auf ungefahr 
das Dreifache heraufgegangen, in dem anderen bei gleichbleibender 
Konzentration an Hemmungskérper der Caseingehalt auf ein Drittel 
des Versuchs 7 herabgesetzt. Da in dem héher konzentrierten Hemmungs- 
ansatz die Titration infolge der Eigenfarbe von Pepsinhemmungskérpern 
unsicher war, folgt nur das Protokoll des verdiinnten Ansatzes. Die 
Tatsache, daB bei gleichbleibendem Gehalt an Hemmungskérper nur 
durch Minderung der Substratkonzentration aus einer unvollstandigen 
Hemmung eine vollstandige wird (vgl. Versuche 7 und 8), geniigt ja 
auch zur Feststellung der entscheidenden Bedeutung des Verhaltnisses 
Substrat zu Hemmungskérper. 


Versuch 8. 
Hemmungslésung. Salzfreie Pepsinendlésung, inaktiviert, filtriert. 
Hemmungskérperkonzentration im Versuchsansatz 0,098 n. 
Caseinlésung. 5,4° ig, alkalisch. 


Caseinkonzentration im Versuchs- und Kontrollansatz 0,3°, ig. 





Puffer. m/3 Citratpuffer vom py 1,2. 
Titration wie in Versuch 7. pg beider Ansa&tze 2,7. 

Versuchsansatz. Kontrollansatz . 
11,11 cem Hemmungslésung. Ll,ll eem destilliertes Wasser. 
5.55 ., 54° ige Caseinlésung. 5,55 ., 5,4°.ige Caseinlésung. 
16,67 ,, m/3 Citratpuffer. 16,67 ,,. m/3 Citratpuffer. 
66,67 ., destilliertes Wasser. 66,67 ., destilliertes Wasser. 
0,172 ¢ Pepsin. 0,172 ¢ Pepsin. 

Zunahme Tage Zunahme 

0.00 cem 02n KOH 0 0,00 cem 0.2n KOH 

0.00 ” 1 0.21 , - Pd 

0.00 oS = 2 0.36 

0.00 4 0.36 . “ 


*) Da die Pepsinkonzentration im Versuch ebenfalls nur ein Dritte! der sonst angewandten 
betrigt, sind die Werte der Zunahme mit 3 multipliziert, um einen besseren Vergleich mit den 


anderen Pepsinversuchen zu erméglichen. 


Anders als die Spaltung durch Trypsin wurde dagegen die Pepsin. 
wirkung weder durch Aminosiure noch Dipeptidmengen beeinflubt, 
die der Pepsinendlésungsmenge von Versuch 8 Aquivalent waren 
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Hier also scheinen das einzig wirksame Prinzip héher molekulare Abba 


produkte zu bilden, anders als beim Trypsin (vgl. 8S. 420) und bei: 


Erepsin!) 








| 
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Abb. 6 


Hemmung der peptischen Hydrolyse des Caseins durch Aminosaure und Dipeptid 


mit Alanin mit Leucylglycin Casein allein. 


Versuch 9. 


Hemmungskérper. Alanin und Leucylglycin. 0,86g Alanin fiir a) bzw. 1,82 ¢ 


Leucylglycin fiir b) 9,88 Millimol. 


Hemmungsk6érperkonzentration in den Versuchsansétzen 0,0966 n. 


5,4°.ig, alkalisch. 


Caseinkonzentration in den Ansétzen 0,30° ig. 


( ‘ase inldsund. 
Titration von je 5cem Ansatzlésung in 50cem 96° ,igem 


mit 0,5cem Thymolphthalein. py der drei Ansatze 


a) Alaninansatz. ce) Kontrollansatz. 


11,11 cem dest. Wasser. 


0.86 ¢ Alanin in 


11,11 com NaOH-H,0O. 5,55 5,4°ige 11,11 cem 

5.55 .. 5.4% ige Caseinlésung. 5.55 
Caseinlésung. 16,67 ,. m3 Citrat- 

16,67 ,, m/3_ Citrat- puffer vom = 16,67 
puffer vom Pu 1,3. 
Pu 1,2. 66,67 dest. Wasser. 


66,67 ,, dest. Wasser. 0,172 g¢ Pepsin. 66,67 


0,172 g¢ Pepsin. 


Athylalkoho! 


98 


4 ] Din ptidansatz. 


1,82 ¢ Leucylglycin. 


NaOH-H,O. 
5,4°.1ge 
Caseinlésung. 
m3 Citrat- 
pufter vom 
Pu 1,2. 
dest. Wasser. 


0,172 g Pepsin. 





Tage Zunahme *) Tage Zunahme Tage 

0 O00cem 02nKOH O | O00cemO2nKOH 0 — 0,00 
l 0,24 , ° . l 0.225 , ‘a - 1 0.21 
2 0,36 , = s 2 0,375, se a 2 0,39 


*) Siebe Anmerkung zu Versuch 8 


1) Euler und Josephson, |. ec. 


Zunahme 


com 0.2n KOH 
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t. Uber die Einstellung falscher Gleichgewichte in Verdauungsansitzen 
nach Waldsehmidt-Leitz. 


In den beiden vorangegangenen Kapiteln war gezeigt, daB sowohl 
fir Trypsin wie fiir Pepsin der Caseinabbau in einem falschen Gleich- 
gewicht zum Stillstand gebracht werden kann, auch wenn noch an- 
vreifbares Substrat vorhanden ist. Es soll nun versucht werden, Anhalts- 
punkte dariiber zu gewinnen, wieweit diese Méglichkeit eine Rolle 
spielt in Fermentansiitzen, wie sie Waldschmidt-Leitz in seinen prinzipiell 
so bedeutungsvollen Versuchen verwandt hat. Das erscheint bei kom- 
plizierten Proteinen wie dem Casein woh] méglich angesichts der Tat- 
sache, daB dieser Autor auch durch das Zusammenwirken der drei 
tierischen proteolytischen Fermente Pepsin, Trypsin und Erepsin keine 
volilstandige Hydrolyse des Proteins bis zu den Aminosiuren erziclen 
konnte. Es wurde also versucht, ob sich auf irgend eine Weise ein 
héherer Spaltungsgrad erzielen laBt, als thn Waldschmidt-Leitz fiir seine 
Ansiitze angibt. Da die Einstellung eines falschen Gleichgewichts 
im Grunde ja nichts anderes als cine sehr groBe, im Grenzfalle unendliche 
Verlangsamung des Spaltungsprozesses bedeutet, war der nachst- 
liegende Weg, zu priifen, ob in Ansatzen, die nach Waldschmidt-Leitz 
stillstehen, bei sehr langer Ausdehnung der Versuchsdauer in Kom- 
bination mit einer Erhéhung des Fermentgehalts nicht doch noch 
weitere Zunahmen meBbar werden. 

Beim Trypsin waren auf diese Weise keine Resultate zu erzielen, 
selbst bei einer Ausdehnung des Versuchs auf 25 Tage gegen 9 Tage 
bei Waldschmidt-Leitz. Es ergab sich hier eine enzymatische Einzel- 
leistung von 4,.2lecm 0.2n KOH gegeniiber 4,35 ecm nach Wald- 
schmidt-Leitz, berechnet fiir 0.3 g Casein. Es ist allerdings in diesem 
Versuch trotz haufiger Fermentzugabe nicht gelungen, iiber die Ferment- 
zugabe von Waldschmidt-Leitz hinauszukommen'). Am SchluB dieses 
Versuchs betrug die Enzymkonzentration 80 Teile pro 2500 ccm 
Ansatzgemisch, wihrend Waldschmidt-Leitz und Simons in ihrem 
Ansatz bereits von Anfang an 80 Teile auf die halbe Gemischmenge 
zusetzten und vor Abbruch des Versuchs eine neue Fermentmenge 
anfiihren, deren Einheitenzah! nicht angegeben ist. Dabei ist zu beriick- 
sichtigen, daB die angegebene Fermentkonzentration am SchluB viel- 
leicht nur eine RechengréBe darstellt, weil bei der langen Versuchsdauer 
das zu Anfang hineingegebene Trypsin bereits weitgehend zerstért 


1) Dies riihrt daher, daB der Einheitsgehalt der Fermentstamm- 
lésungen erst nachtraglich bestimmt wurde, da die T.-(e)-Bestimmung gegen 
Casein erst nach Abschlu8 der vorliegenden Trypsinversuche erschien. 
Willstatter und Mitarbeiter, vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 191, und 


zwar 8S. 206. 
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sein kann, wenn die spiteren Zugaben erfolgen. Es ware mit héheren 
Fermentkonzentrationen zu priifen, ob es nicht doch méglich ist, tibe; 
die Spaltung von Waldschmidt-Leitz hinauszukommen. 

Beim Pepsin dagegen kam dasselbe Fermentpriparat wie bi 
Waldschmidt-Leitz zur Anwendung, und es war infolgedessen méglich 
auBer der Versuchsdauer auch die Konzentration an Enzym weit iiber 
seinen Ansatz hinaus zu steigern. Damit mag es zusammenhingen 
daB in vier Versuchen von 30 bis 44 Tagen Dauer (Abb. 7) bei eine: 
schlieBlichen Fermentkonzentration von 0,020 g Pepsin pro Kubik 
zentimeter Ansatzlésung ein bedeutend niedrigeres Aquivalentgewicht 








6 86 UWRMN EAE IHU I OH 
Abb. 7. Kad 
Carboxylzuwachs bei der peptischen Verdauung verschieden zusammengesetzter Caseinlésungen 
Lésung A: 6°/oige Caseinlésung in m/10 Citratpuffer, zu gleichen Teilen eingeriihrt 


= m: O23 « > > m/10 > é ° ° ° 
m Ste « . . m/l0 e . e ° ° 
‘ ere « . . m/3 ‘ x ‘ ° ‘ 
a WED = . m3 * = z. a a 


W zeigt die von Waldschmidt-Simons erhaltene Spaltung 

Fir Lésung B wurden die Hydrolysewerte mit 5 multipliziert eingetragen. Bei derselben 
Fermentkonzentration scheint verdiinnte Caseinlésung im Anfang schneller gespalten zu werden 
Die Pufferkonzentration ubt keinen deutlichen Einfluf auf die Spaltung aus. — Das Py der Ans 
siitze betrug etwa 2,7 und wurde durch Zugaben von n HCl konstant gehalten. 

Die Schwankungen des Kurvenanstiegs beruhen darauf, daS von Zeit zu Zeit wieder von 
neuem das optimale 7); eingestellt und neues Ferment zugegeben wurde. 


der abgebauten Lésung erreicht wurde, als bei diesem Autor. Bei ihm 
errechnet sich aus einer Zunahme von 2.20 cem 0.2n KOH ein Basen- 
aquivalent von 407. Die hier angestellten Versuche hingegen lassen 
aus einer Zunahme von 4,3 bis 4,8 ccm 0,2n KOH ein mittleres Basen- 
iquivalent der Endlésung von 246 bestimmen. (Als Aquivalent des 
unangegriffenen Caseins wurde nach Titrationen in sauren und 
alkalischen Lésungen (vgl. Tabellen 8.436) der Wert von 1,5 cem 
0.2n KOH zugrunde gelegt.) 


Es fragt sich nun, ob mit dieser weitgehenden Spaltung simtliche 
fiir das Pepsin angreifbaren Bindungen gelést sind. Diese Frage ist nur 
einwandfrei zu entscheiden, wenn es gelingt, die in einer Endlésung 
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enthaltenen Hemmungskérper von den etwa auBerdem vorhandenen 
Substratresten zu trennen. Diese Substratreste miiBten damit dem 
Fermentangriff wieder zugiinglich gemacht werden. Wenn man auch 
iiber die chemische Natur der Hemmungskoérper beim Pepsin gar nichts 
vussagen kann, so scheint es doch nicht unwahrscheinlich, daB sie unter 
den relativ niedrig molekularen Bestandteilen des Verdauungsgemischs 
zu suchen sind, wahrend etwaige Substratreste auf einem héher mole- 
kularen Zustand stehengeblieben sein sollten. Es galt also, Fraktionen 
mit méglichst unterschiedlichem Molekulargewicht zu bilden. Hierzu 
war eine Methode anzuwenden, die gegen irreversible chemische 
\nderungen in den einzelnen Fraktionen méglichst weitgehende Sicher- 
heit bot. Es wurde daher auBer rein physikalischen MaBnahmen, wie 
dem Zentrifugieren, die fraktionierte Aussalzung mit Ammonsulfat 
angewandt. 

Bei der Trypsin-Kinaseendlésung, die schon rein aéuBerlich eine 
klare, homogene Fliissigkeit bildet, gelang auch mit Ammonsulfat 
keine Bildung irgendwie quantitativ ins Gewicht fallender Einzel- 
raktionen. 

Beim Pepsin war dies anders. Hier bildet sich wahrend der 
fermentativen Verdauung ein offenbar hochmolekularer, paracasein- 
ahnlicher Kérper, der leicht abzentrifugierbar ist. 

Dieses Entstehen eines unléslichen K6érpers aus einer klaren, Lésung 
durch hydrolytische Prozesse zeigt, daB auch bei Abbauvorgiangen, die im 
ganzen sehr weit gehen, Spaltprodukte entstehen kénnen, die weniger 
léslich sind als das Substrat. Es ist dies ein Hinweis darauf, daB die Zu- 
nahme der Fallbarkeit wabrend der Proteolyse durchaus keinen Beweis 
einer Synthese darstellt [vgl. dazu Plasteinbildung bei Oppenheimer, 1. ec. 
8.972, Waldschmidt-Leitz, Die Enzyme (1926), 8S. 130; siehe ferner auch 
dazu Versuch 6, Anmerkung]. 


Zur Vereinfachung sei dieser paracaseinihnliche Koérper nach 
Isolierung und Wiederaufnahme im gleichen Fliissigkeitsvolumen mit 
,.Lésung A“ benannt. Seine Menge entspricht 4,66°, des zur Ver- 
dauung gelangten Caseins. Die verbleibende goldgelbe, klare Lésung, 
,.Lésung B“, entsprach 93.8%, die Stammlésung nach Abzug des 
Pepsin-Stickstoffwertes 98,5°,. Bei weiterer Aufteilung eines aliquoten 
Teiles der Lésung B fiel durch Ammonsulfathalbsattigung eine Fraktion 
entsprechend 3,33°,, des Caseins (,,Lésung C*‘), durch Ganzsattigung 
entsprechend 21°, (,.Lésung D‘‘) aus. Eine quantitative Wieder- 
gewinnung der in der Pepsinendlésung vorhandenen Proteinstoffe nach 
Ammonsulfatfallung scheint allerdings nicht méglich. 

Die N-Summe der Lésungen A, C, D und des bei Ammonsulfat- 
ganzsattigung gelést bleibenden Restes bleibt nimlich nach Befreiung von 
Ammonsulfat (vgl. Methodischer Teil) um etwa 40°, hinter dem N-Gehalt 
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des verdauten Caseins zuriick. Es kénnte dies darauf beruhen, dai by 
der Abdestillation des NH, mit Hilfe von Ca(OH), durch Laugenhydroly- 
(Pu etwa 12) aus den Proteinderivaten Ammoniak abgespalten wir 
Besonders in der ganz mit Ammonsulfat gesattigten Restlésung kénn« 
auch Abbausubstanzen in der auBerordentlich groBen, bei der Ammor 
sulfatentfernung entstehenden Gipsmenge zuriickbleiben. 


Aus diesem Grunde sollen die Aquivalentgewichte nur fiir div 
Fraktion A, die ohne Ammonsulfat als Fallung abzentrifugierbar ist 
sowie fiir die Lésung B angegeben werden‘): 


Basenaiquivalent der Stammlésung ... . . 234 
~ a SE. s. «x ae = ee 
- ” a ae a eer 


Bei der Weiterverdauung zeigt sich nun, daB in allen vier Fraktionen 
geringfiigige Zunahmen auftreten. Eine Aufteilung der Endlésung in 
Substrat und Hemmungskérperfraktionen ist also nicht gegliickt 
Zwar zeigt die hochmolekulare Paracaseinfraktion pro Gramm Substanz 
den gréBten Spaltungszuwachs, aber auch dieser Zuwachs ist absolut 
wie prozentual (Abnahme des Aquivalentgewichts von 925 auf 714 
nicht nennenswert. Dazu kommt folgendes: Auch in der Pepsin 
endlésung, aus der diese Einzelfraktionen gewonnen waren, war det 


SpaltungsprozeB nicht ganz zum Stillstand gekommen. Ein — als 
Kontrolle nicht aufgeteilter Rest der urspriinglichen Endlésung 


zeigte wiahrend derselben Zeit eine Zunahme von ahnlicher GréBen 
ordnung, wie die vier Einzelfraktionen zusammen. Wird dagegen die 
kolloidale Substanz und deren Restlésung unter Verzicht auf eine weitere 
Unterteilung mit Hilfe von Ammonsulfat getrennt verdaut, so deckt 
sich die Summe der Teilzunahmen mit der der unverainderten Stamm- 
lésung sogar recht weitgehend. 


Zunahmen in Kubikzentimetern 0,2n KOH. 





Losung A Lésung C Lésung D Stammlosung Lésung A Lésung B 
0.02 0.01 0,043 0.15 0,02 0.098 
0,073 O15 0.113 


Der Zuwachs bezieht sich auf 0.3 g Caseinabbauprodukt der verschiedenen Lésungen. 


Aus der Tatsache, daB die Einzelfraktionen — besonders auch die 
hochkolloidale Substanz — nicht nennenswert zu spalten sind, wiire 


') Es sei erwahnt, daB von den Ammonsulfatfraktionen der bei Ganz- 
sittigung ausfallende Anteil ein héheres Aquivalentgewicht ergab als der 
Teil, der bei Halbsattigung ausfiel. (Vgl. die Arbeiten von Pfeiffer und 
Wittka, Chem. Ber. 48, 1041, 1915.) 
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zu folgern: entweder eine schon so weit abgebaute Pepsinendlésung 
enthalt keine nennenswerten Substratreste mehr; dann wiirde der 
Spaltungsstillstand bei einem mittleren Aquivalentgewicht von 246 
nicht dureh ein falsches Gleichgewicht, sondern durch Erschépfung 
des Pepsinsubstrats bedingt sein. In diesem Falle gestattet dieser 
Stillstand nach einer allerdings viel weitergehenden Spaltung, als sie 
WValdschmidt-Leitz gefunden hat, einen RiickschluB auf die Zahl der 
Pepsin-angreifbaren Bindungen im Caseinmolekiil. Es besteht aber 
undererseits die Méglichkeit, daB selbst in der kolloidalen Fraktion A 
neben Substratresten auch Hemmungskérper, also hochmolekulare 
Hemmungskérper enthalten sind. Dies ist prinzipiell nicht uninter- 
essant. Wenn die Fraktion A nimlich tiberhaupt keine spaltbaren 
Bindungen mehr enthalt, so muB sie ganz, im anderen Falle mindestens 
n ihrem Anteil an Hemmungskérpern — trotz ihres hohen Aquivalent- 
gewichts — aus pepsinresistenten Produkten bestehen. Da anderer- 
seits das gut gesicherte mittlere Aquivalentgewicht der Lésung B nur 
226 betragt'!), so mu Pepsin das Casein in éuBerst ungleiche Bruch- 
stiicke spalten. 

Dab bei der Trypsinendlésung trotz des héheren mittleren Aquivalent- 
gewichts solche hochmolekularen Kérper nicht isoliert werden konnten, 
beweist iibrigens nicht, daS dort die Verhaltnisse anders liegen. Es kann 
sich da einfach um andere Fallungsbedingungen infolge der alkalischen 
Reaktion handeln. (py der Pepsinendlésung etwa 3, der Trypsinendlosung 
etwa 3.) 


Anhang. Uber die Aquivalenz in der Entstehung von Amino- und Carboxyl- 
gruppen bei der Pepsinverdauung. 


Auch in dieser Arbeit wurden wahrend des ganzen Verlaufs der 
Untersuchungen nebeneinander die gasometrische Methode von 
van Slyke und das Titrationsverfahren von Willstdtter benutzt. Es 
soll daher mitgeteilt werden, zumal iiber diese Frage gegensatzliche 
Ergebnisse von Steudel*) und Waldschmidt-Leitz vorliegen, daB sich 
dabei fast véllige Aquivalenz im Auftreten von NH,- und COOH- 
Gruppen unter Pepsineinwirkung ergab*). Beide Verfahren kamen 
nach der im methodischen Teile angegebenen Art zur Anwendung 


. ; COOH 5.83 
Das von Steudel ermittelte Verhaltnis des Zuwachses von NH 


1) Felix hat — allerdings bei der Thymushistonverdauung unter 
den Pepsinendprodukten eine Aminoséure Lysin und eine Dipeptidfraktion 
isoliert. (Vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 120, 94, 1922.) 

2) Steudel, H. 1. Ellinghaus und A. Gottschalk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
154, 21, 1926; 154, 198, 1926; 166, 84, 1927. 

3) Vgl. auch K. Felix und A. Hartenek, ebendaselbst 165, 103, 1927. 
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fiir die peptische Hydrolyse des Caseins lieB sich nicht bestatigen. Di: 
Protokolle zeigen ein nur geringes Zuriickbleiben der Aminostickstoff- 
werte bei guter Proportionalitat. Abb. 8 mag zur Orientierung iiber 
die erhobenen Befunde dienen. 
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Abb. 8. 

Vergleich des COOH und NH 2sZuwachses bei einer 3°/,igen (1) und einer 0,6°/, igen (2) ge: 

coo! 
pufferten Pepsin-Caseinverdauungslésung. Das Verhaltnis vom Nu : fiir die 3°), ige Lésung 

11 — et ORE Rn 
betragt 1° fiir die 0,6°/oige ay Kurve 3 zeigt gute Ubereinstimmung bei einer 3°/, igen Lésung 


auch nach 24 und 48stiindiger Spaltungsdauer. Beziiglich der Schwankungen im Anstieg des 
Kurvenpaares 1 vgl. Protokoll 10. 


Zusammenfassung. 


1. Spaltungsversuche sagen iiber Zahl und Art der Bindungen, die 
durch ein bestimmtes Enzym auflésbar sind, nur unter bestimmten 
Bedingungen etwas aus. Die Spaltung darf durch Anhaufung der 
Spaltprodukte nicht vorzeitig in einem wahren oder falschen Gleich- 
gewicht zum Stillstand kommen. Angesichts der Versuche, durch 
enzymatische Proteolyse die Bindungsverhialtnisse im EiweiSmolekiil 
zu klaren, ist also der bisher nur ganz unzulinglich bekannte EinfluB 
von Spaltprodukten auf die enzymatische Proteolyse festzustellen. Das 
hauptsachliche Interesse hierbei beansprucht die Verdauung durch 
Pepsin und Trypsin—Kinase. 

2. Northropsche Hemmungskérper (Inhibitors) verlangsamen den 
Umsatz von Gelatine durch Pankreatin—Rhenania in dem von diesem 
Autor angegebenen Umfang. 


3. 2,.4°,ige Caseinlésungen, die mit Trypsin—Kinase nach Wald- 
schmidt-Leitz bis zum Stillstand verdaut sind, hemmen die Proteolyse 
einer neu hinzugegebenen gleichen Gewichtsmenge an Casein _ be- 
trichtlich. 


4. Dieselbe Hemmungslésung (aber salzfrei) in etwa dreifacher 
Konzentration wie das Casein unterdriickt die Spaltung desselben 
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olistindig. Also ist diese Spaltung nicht nur in ihren spiateren, sondern 
uch in ihren Anfangsstadien durch derartige Hemmungskérper zu 
beeinflussen. 

5. Die drei Dipeptide Glycylglycin, Leueylglycin, Alanylglycin 
hemmen ebenfalls den Caseinumsatz durch Trypsin—Kinase sehr 
stark. Es scheint dies also eine allgemeine Eigenschaft der Dipeptide 
zu sem. 

6. Die Aminosiure Alenin, das Dipeptid Glyeylglyecin und die 
durch Caseinverdauung hergestellte Hemmungslésung verlangsamen 
bzw. unterdriicken die Spaltung durch Trypsin—Kinase in dieser 
Reihenfolge in zunehmendem MaBe, wenn sie in gleicher Normal- 
konzentration zugesetzt werden. Also enthalt eine durch Verdauung 
entstandene Hemmungslésung Hemmungskérper von héherer Wirksam- 
keit, bezogen auf ihre Normalitét, als es die angefiihrten chemisch 
bekannten Substanzen sind. 

7. Es handelt sich bei diesen Hemmungen (3 bis 6) um echte 
Hemmungen bzw. falsche Gleichgewichte, nicht wm wahre Gleich- 
gewichte. 

8. Mit Pepsin—Brit. Pharm. 1914 bis zum Spaltungsstillstand ver- 
daute Caseinlésung in 2,55°,iger Konzentration (im Ansatz) hemmt 
die Hydrolyse 0.9°,igen Caseins betrichtlich. Ungefaihr dieselbe 
Konzentration dieses Hemmungskérpers unterdriickt die Spaltung 
in einer nur 0,3° igen Caseinlésung voéllig. Es scheint also fiir die 
Hemmungswirkung nicht die absolute Konzentration an Hemmungs- 

Substrat 
kérpern, sondern das Verhaltnis entscheidend zu sein. 
Hemmungskorper 

%. In derselben Normalitaét, in der durch die Pepsinendlésung 
(Caseinabbauprodukte) die Spaltung vollig unterdriickt wird, wird 
sie durch die Aminosaiure Alanin und das Dipeptid Leucylglycin tiber- 
haupt nicht beeinfluBt Fiir die Pepsinspaltung scheinen also nur 
kompliziertere Hemmungskérper in Frage zu kommen. 

10. Die Caseinspaltung in Pepsinverdauwungsansatzen nach Wadld- 
schmidt-Leitz ist durch Verlangerung der Versuchsdauer und Vermehrung 
des Fermentgehalts auf etwa das Doppelte zu steigern 

11. Versuche, in einer Pepsinendlésung etwaige unangegriffene 
Substratreste von den zu Ende abgebauten Hemmungskorpern zu 
trennen, ergeben: selbst eine hochmolekulare kolloidale Fraktion mit 
dem mittleren Baseniquivalent von 925 ist durch Pepsin nmcht mehr 
wesentlich hydrolysierbar (Baseniquivalent am SchluB 714). Es zeigt 
dies, daB bei der Pepsinverdauung recht hochmolekulare Bruchstiicke 


unangreifbar zuriickbleiben. 
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12. Die Verfolgung der Abbauvorginge nach den Methoden von 
van Slyke und Willstdtter nebeneinander ergibt fiir den ganzen Casein 
abbau (wiihrend 6 Wochen) eine fast vollstandige Aquivalenz in Frei- 
setzung von Carboxyl- und Aminogruppen. 


Methodischer Teil. 


1. Fermente und Fermentreinigung. 


Trypsin. Zur Trypsin- und Enterokinasegewinnung wurden Pankreas 
driisen und Darmschleimhaute von Schweinen verarbeitet. Die Organ: 
waren eine halbe Stunde nach dem Toten der Tiere entnommen worden. 
Die Aceton-Atherbehandlung und weitere Verarbeitung des Glycerin- 
auszugs geschah genau nach den von Wéllstdtter') gegehenen Richtlinien 
Ebenso war das Aluminiumhydroxyd Sorte Cy genau nach den Vorschriften 
dieses Autors und seiner Mitarbeiter*) hergestellt und gepriift worden. 
Trotz der infolge von Zeitmangel — nicht zu erreichenden hohen Alters 
stufe geniigte es hinsichtlich der Reinigung den gestellten Anforderungen. 
Die Bestimmung der Trypsineinheiten geschah seit Erscheinen der Arbeit 
von Wéillstdtter und Mitarbeitern (s. oben) gegen Casein. 

Pepsin. Es wurde fiir simtliche Ansitze anstatt des —- nach anfanglich 
erhobenen Befunden bedeutend schwacher wirkenden deutschen Pepsins 
des D. A. B. 5 das Praparat der Pharmakopoea Britannica von 1914 benutzt 
(bezogen durch die Handelsgesellschaft deutscher Apotheker, Berlin). 
Eine Reinigung wurde nicht versucht (vgl. Koichi Kikawa, The journal of 
biochemistry 6, Nr. 3, 275, 1926.) 


2. Prdparate. 

Zu den Vorversuchen wurde beste Handelsgelatine gebraucht, bei 
allen folgenden diente Casein (Hammarsten) von der Firma Kahlbaum als 
Substrat. Saémtliche zur Verwendung gekommenen Dipeptide waren nach 
den Angaben Emil Fischers dargestellt und auf ihre Reinheit gepriift worden 
durch Bestimmung ihres Schmelzpunkts, ihres Gesamt-N nach Kjeldahl, 
ihres Aimino-N nach tan Slyke und ihrer COOH-Gruppen nach Willstétter. 


3. Herstellung der Versuchsansdtze. 


Sie geht im allgemeinen aus den Protokollen hervor. Dagegen ist es 
im Gegensatz zu alkalischen Lésungen bei sauren Ansitzen, besonders 
solchen mit héherer Hemmungskérper-Konzentration nicht ganz einfach, 
eine vollkommen klare Lésung zu erzielen. Es ist notwendig, daB das Casein 
bei der Mischung der alkalischen Stammlésung und des sauren Puffers sehr 
schnell iiber seine isoelektrische Zone hinwegkommt. Denn in dieser triibt 
es sich, ohne sich nachher in dem sauren Ansatz wieder ganz zu lésen. Die 
alkalische Caseinlésung mu also aus einer Pipettenéffnung unter stetem 
Umriihren in die Pufferlésung einflieBen. Die Pipettenspitze taucht dabei 
in die Caseinlésung ein, so da sich jeder Tropfen sofort auf die gesamte 
Pufferlésung verteilt. Da sich das bei den viskésen Hemmungslésungen 
selbst mit diesem Verfahren nicht erzielen laBt, so wurde hier zunachst 


') R. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
125, 132, und zwar S. 150. 


*) R. Willstdtter, H. Kraut und O. Erbacher, Chem. Ber. 58, 2459, 1925. 
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ie Caseinlésung klar in eine saure Pufferlésung eingeriihrt und dann dieses 
saure Gemisch mit der sauren Hemmungslésung vereinigt. Es gelang so, 
wich Ansaitze mit Hemmungskérpern véllig klar herzustellen. 


4. Bestimmungsmethoden. 


Titration. Zu den Titrationen wurden aus Griinden der Sparsamkeit 
meist 5cem Ansatzlésung in 50cem 96°,igem Athylalkohol unter Ver- 
wendung von 0,5 cem 0,5°,igem Thymolphthalein als Indikator gebraucht. 
Die Titration wurde bei Tageslicht oder sehr starkem weiBen Lampenlicht 
ausgefiihrt.) Die Konzentration an Alkohol bei der Titration betragt dann 
allerdings nur 87°, gegen 90°, Alkoholgehalt von Waldschmidt-Leitz. 
Doch sind Titrationen in 88°,igem Alkohol auch von diesem Autor ohne 
Bedenken ausgefiihrt worden'). Die Titration der Trypsin-Kinaseansitze 
erfolgte nach der von Wolistdtter und Persil*) angegebenen verbesserten 
Titrationsmethode. Dagegen geniigt dieses Verfahren selbst fiir das gut 
titrierbare Casein nicht, wenn es sich um einen sauren Ansatz (Pepsin- 
verdauung) handelt. Selbst die von der Willstatterschule*) vorgeschlagene 
fraktionierte Titration mit alkoholischer Lauge ergibt fiir eine 3°,ige 
Caseinlésung zu niedrige Werte (vgl. Tabelle 8. 436). Dies ist aber gerade 
die Konzentration, die in den Verdauungsversuchen meist angewandt wird. 
Dies beruht darauf, dai Lésungen von héherem Caseingehalt bei dem 
Zusatz alkoholischer Lauge irreversibel flocken. Hierdurch werden Carboxyl- 
gruppen der momentanen Reaktion mit der Lauge entzogen*). Auch die 
Hemmungskérper neigen dazu, in klebriger Form nicht glatt reversibel 
auszufallen. Dagegen ergibt die fraktionierte Titration nach dem W illstdtter- 
schen Prinzip aber mit wdsseriger Lauge auch bei saurer Ausgangslésung 
ein sehr genaues Resultat (vgl. Tabelle S. 436). Es wurde also mit wasseriger 
Lauge bis zu deutlich alkalischer Reaktion titriert (meist wurde der zu 
erwartende Laugenverbrauch in einer Vortitration ungefaihr ermittelt), 
dann der Alkohol zugegeben und bis zum schwachblauen Umschlag zu Ende 
titriert. 

Aminpstickstoffbestimmung. 

Zur Analyse nach ran Slyke dienten zwei gegeneinander geeichte und 
von demselben Motor betriebene Mikroapparate. Die Schiitteldauer betrug 
genau 10 Minuten. Zu langes Schiitteln schadet wegen unvermeidlicher 
kleiner Undichtigkeiten der Apparatur. 


1) R. Willstdtter, E. Waldschmidt-Leuz, S. Dunaiturria und G. Kiinstner, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 191, und zwar 197. 

2) R. Willstdtter und H. Persil, ebendaselbst 141, 245. 

3) R. Willstdtter, E. Waldschmiadt-Leitz, S. Dunaiturria u.G. Kiinstner, |.c. 

4) Die Titration mu8 aber bekanntlich sehr schnell beendet werden, 
da sich sonst die titrierte Lésung iiber den Umschlagspunkt des Thymol- 
phthaleins zuriicksiuert. Dies diirfte allerdings weniger auf einer Alkali- 
hydrolyse des titrierten EiweiBes beruhen, wie Waldschmidt-Leitz annimmt, 
als auf einér CO,-Aufnahme aus der Luft. Beim Myogen zeigt namlich 
die in wenigen Sekunden ausgefiihrte Willstattertitration ein um nur etwa 
20°, héheres Aquivalentgewicht, als die stundenlang wahrende Elektro- 
titration. Es scheint also, daB die Alkalihydrolyse nicht so sekundenschnell 
ablauft, daB sie bei einer Willstattertitration praktisch in Frage kame. 
Vel. H. H. Weber, Das Verhalten der MuskeleiweiSkérper 111. Erscheint 
demnachst in dieser Zeitschr. 
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K jeldahlbestimmung. 


Die Bestimmungen wurden mit der Mikromethode in zwei verschiedens 
Verdiinnungen mit je einer Kontrolle ausgefiihrt. Die Fehlergrenze betru 
0.7 2 
pu-Bestimmung. 


Sie erfolgte bei Gegenwart von freiem NH, kolorimetrisch nac! 
Michaelis, sonst stets elektrometrisch. 


5. Fraktionierung. 


Das von van Slyke zur Entfernung kleiner Ammoniakmengen fiir dix 
nachfolgende Bestimmung des Amino-N angegebene Verfahren wurde fii: 
die vorliegenden Zwecke umzugestalten versucht. Die Niederschlage, di: 
aus den halb und ganz mit Ammonsulfat gesattigten Abbaulésungen durch 
Zentrifugieren gewonnen worden waren, miissen zur Weiterverdauung von 
Ammonsulfat befreit werden, da dieses sowohl die N H,-Gruppenbestimmung 
wie auch die titrimetrische Feststellung der Eigenaciditét vereitelt. Dir 
Volumina der Niederschlage wurden gemessen und je nach der Fraktion 
als ein halb- oder ganz mit Ammonsulfat gesittigtes Volumen angesehen 
Es wurde dann berechnet, wieviel Ca(OH), dieser angenommenen Ammon 
sulfatmenge Aquivalent ist, dann etwas mehr Ca(OH),, als die Berechnung 
vorschreibt, hinzugefiigt. Die Destillationsdauer im Vakuum bei 40° betrug 
3, Stunden. Das Schéumen lieB sich durch Zusatz von wenigen Tropfen 
Amylalkohol verhindern. Am SchluB wurde gepriift, ob auch nach Ab 
destillation des Ammoniaks die alkalische Reaktion erhalten war. Dann 
wurde mit Schwefelsiure bis zur ganz schwach sauren Reaktion iiber- 
neutralisiert und der Gipsniederschlag abzentrifugiert. Um nach Méglichkeit 
die Abbauprodukte in ihre Chloride zu verwandeln und sie in Lésung zu 
bringen, wurde der Ansatz auf n/100 HCl gebracht. Mit n/100 Salzsaure- 
lésung erfolgte auch das Auswaschen des Ca SO,-Niederschlags, die 
Waschwisser wurden mit der urspriinglichen Lésung vereinigt und auf ein 
bestimmtes Volumen aufgefiillt. 

6. Kontrollen, Leerwerte, Aquivalentgewichtsberechnung. 

Selbstverstandlich wurden Parallelversuche zur Ausschaltung von 
Fehlerquellen angesetzt. So wurde die Hydrolyse des Caseins durch die 
Puffer in vierwéchentlichen Versuchen ausgeschlossen. Ebenso zeigt das 
Pepsinpraparat selbst in konzentrierter Lésung keine Carboxylzunahme 
durch Selbstverdauung. Die iiberstehende Toluolschicht iibte keinen nach- 
weislichen EinfluB auf die Spaltung aus. 

An Leerwerten ergab sich fiir 1 g Pepsin bei der Titration ein Betrag 
von 12 cem 0,2 n KOH und ein Kjeldahlwert von 94,5 mg N. Infolgedessen 
erhéht sich im Versuch nach jeder neuen Fermentzugabe der Laugenwert 
fiir 10cem Versuchslésung um 0,53cem 0,.2n KOH und um 4,7 mg N. 
Bei der Fraktionierung geht das Pepsin nicht bzw. nur in ganz zu vernach- 
lassigender Menge bei den angewandten Versuchsbedingungen (pq beim 
Abzentrifugieren 2,8) in die kolloidale Fraktion A iiber. Der Anteil des 
Pepsins an den einzelnen mit Ammonsulfat getrennten Substanzgruppen 
wurde nicht festgestellt, da, wie oben erwahnt (s. 8S. 428), die Ammonsulfat- 
fraktionierung sowieso keine einwandfreie Aufarbeitung bedeutet. Bei 
der einfachen Aufarbeitung der Pepsinendlésung in die kolloidale Fraktion A 
und die Restlésung B befindet sich also das gesamte Pepsin in der Lésung B. 
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Die Alkoholleerwerte betrugen fiir 50cem 96°,igen Athylalkohol 
0,07 cem 0,2 n alkoholischer KOH. 

Aquivalentgewichtsermittlung. Das Aquivalentgewicht des Caseins 
und seiner Abbauprodukte berechnet sich in iiblicher Weise aus der Zahl 
seiner Carboxylgruppen pro Gewichtseinheit, d. h. aus seiner Eigenaciditat. 
Die Eigenaciditat ergibt sich als Differenz der gesamten bei der Titration 
verbrauchten Lauge und des Laugenwertes fiir zugesetzten Elektrolyten 
(-Puffer), Alkohol und Pepsin. Das nach Waldschmidt-Leitz gereinigte 
System Trypsin— Kinase zeigt keinen Leerwert. In dem urspriinglichen 
Verdauungsansatz sind die GréBen ohne weiteres zu ermitteln. Wurden 
diese in Kontrolltitrationen ermittelten Leerwerte von dem Gesamtlaugen- 
verbrauch der Caseinlésung abgezogen, so ergab sich fiir 0,3 g unveraindertes 
Casein entsprechend 10 cem Ansatzlésung, ein Wert von 1,5 cem 0,2n 
KOH (vgl. auch Tabellen 8S. 436), und somit ein Aquivalentgewicht von 
1000. Es steht dieser Wert im Gegensatz zu weit héheren Zahlen der Alteren 
Literatur’), aber in befriedigender Ubereinstimmung mit dem von O. Sackur 
und £. Laqueur*) ermittelten Werte von 1135. Das Casein darf also als rein 
betrachtet werden. Schwieriger ist es, den durch Elektrolytgehalt be- 
dingten Leerwert der Einzelfraktionen nach erfolgter Fraktionierung fest- 
zustellen. Es schien darum zweckmaBig, diese LEinzelfraktionen von 
puffernden Fremdelektrolyten méglichst zu befreien. Bei den Ammonsulfat- 
fallungen sollte dieses durch das Auswaschen der Niederschlage mit Ammon- 
sulfatlésung und durch die geschilderte Beseitigung des Ammonsulfats 
mit Ca(OH), und des iiberschiissigen Ca(OH), durch Uberneutralisierung 
mit H,SO,, also einer starken Séure bis zur schwach sauren, das ist ungefahr 
isoelektrischen Reaktion weitgehend erreicht sein. Es verbleibt also nur 
ein unbekannter Teil des Pepsinleerwertes. Bei der hochmolekularen 
Fraktion A, in die ja, wie erwahnt, kein Pepsin iibergeht, wurde so vor- 
gegangen: Der abzentrifugierte Niederschlag wurde durch Waschen mit 
Standardacetat auf pq = 4,6 gebracht, um durch diese annéihernd iso- 
elektrische Reaktion die Bindung von Séure an die abzentritugierbaren 
EiweiBabbauprodukte aufzuheben. Das Standardacetat sowie die frei 
gewordene Séure wurde dann durch haufiges Waschen (bis zu fiinfmal) mit 
destilliertem Wasser auf der Zentrifuge beseitigt; hierbei stellte sich ein 
Pu von 4,7 ein. Von dem so gereinigten Niederschlag wurde angenommen, 
daB er keinen Leerwert besitzt, d. h. da®B sein gesamtes Laugenbindungs- 
vermégen durch seine Eigenaciditat hervorgerufen ist. Dieser Niederschlag 
wurde zur Titration dann im Citratpuffer suspendiert und als Leerwert nur 
der zugesetzte Pufferwert abgezogen. Ein etwaiger Fehler in dieser Annahme 
wiirde das Laugenbindungsvermégen dieser Fraktion zu hoch d. h. das 
Aquivalentgewicht zu niedrig — erscheinen lassen. Da dies Basenaquivalent 
ohnehin nicht viel niedriger erscheint als das des genuinen Caseins, ist 
ein solcher Fehler nicht anzunehmen. Die Eigenaciditét von Lésung B kann 
ohne wesentlichen Fehler so berechnet werden, als wenn durch Abtrennung 
des auBerst geringfiigigen Volumens der kolloidalen Masse (Fraktion A) 
an ihren Pufferwerten nichts geindert ware. Es wurden also dort genau 
dieselben Leerwerte abgezogen wie in dem urspriinglichen Caseinverdauungs- 
ansatz. 


') Vgl. O. Kestner, Chemie der EiweiBkérper 1925, 5S. 305. 
2) E. Laqueur und O. Sackur, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 
193, 1903. 
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Beobachtungen 
iiber die Folgen der intraperitonealen Zufuhr von Phenylalanin 
und Tyrosin beim Kaninchen mit entnervten Nieren. 


Von 
Noel F. Shambough 
Medical Fellow National Research Council, Ann Arbor, Michigan 
und 


George M. Curtis. 
Department of Surgery, University of Chicago‘). 


[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.] 


(Eingegangen am 10. Juni 1927. 
In einer friiheren gemeinschaftlichen Arbeit (dieselbe erschien in 
dem Festband fiir A. Loewy) hatten wir in AnschluB an friihere Arbeiten 
aus dem Berner physiologischen Institut den Erfolg der friiher als 
Ablenkung bezeichneten Methode auf die Wirkungsweise der sogenannten 
spezifischen Diuretica bei Kaninchen mit vollstandig entnervten 
Nieren gepruft. 'Wir benutzten eines der besten Versuchstiere, in der 
genannten Arbeit als Kaninchen A bezeichnet, um die Reaktion auf 
intraperitoneale Zufuhr von Phenylalanin und Tyrosin nach voll- 
standiger Entnervung der Nieren zu vergleichen. 

Die von uns benutzten experimentellen Methoden in der Be- 
handlung des Tieres waren die gleichen wie in der zuerst genannten 
Arbeit mit dem einzigen Unterschied, daB eine halbstiindige Kontroll- 
periode und darauf folgend sechs halbstiindige experimentelle Perioden 
innegehalten wurden. 

Auch die chemischen und physiko-chemischen Methoden sind die 
gleichen wie in der friiheren Arbeit. 

Der Verlauf des Versuchs mit Phenylalanin zeigt nichts Besonderes. 
Wahrend des ganzen Versuchs war das Tier ruhig und wurde in e‘nem 
ausgezeichneten Zustande vom Brett losgebunden. Es sei ausdriicklich 
hervorgehoben, daB das Kaninchen vor der Injektion mit Tyrosin sich 


1) Diese Arbeit wurde mit Hilfe einer Unterstiitzung von der Douglas 


Smith Foundation for Medical Research of the University of Chicago aus 


gefiihrt. 
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in einem ausgezeichneten Zustande befand. Nach der Injektion vo. 
Tyrosin wurde die Beobachtung gemacht, daB das Tier 3 Stunden 
darauf schwiacher wurde. Nach einigen Stunden starb das Tier. Bei 
der sofort nach dem Tode ausgefiihrten Autopsie wurde gefunden, dai 
mit Ausnahme von 5 bis 6 cem, die gesamte 100 cem betragende intr: 

peritoneale Injektionsfliissigkeit resorbiert worden war. 

Die mikroskopische Untersuchung verdanken wir der groBen Giit« 
von Herrn Professor Wegelin. Derselbe konstatierte gréBere nekrotisch« 
Herde in der Leber, im iibrigen wurde kein pathologischer Befund 
erhoben, insbesondere wurde festgestellt, daB die Nieren ein vollstandig 
normales Verhalten zeigten. 

Der letztgenannte Befund sei zuerst besprochen. Er beweist, dat 
die Nieren trotz der immerhin sehr eingreifenden Manipulation de: 
vollstandigen Entnervung, selbst nach vielen Wochen,  keinerlei 
Schadigung fiir die Nieren im Gefolge zu haben braucht. Dies ist fii 
die Deutung der Befunde unserer friiheren Arbeit wie auch anderer 
Arbeiten des Berner physiologischen Instituts nicht unwesentlich 
denn manche Tatsachen der Art und Weise der Harnabsonderung nach 
vollstindiger Entnervung kénnten als Folgen eines pathologischen 
Prozesses und nicht als Folgen des fehlenden nervésen Einflusses an 
gesehen werden, wenn nicht der Beweis geliefert werden kénnte, dai 
in solchen Nieren pathologische Prozesse morphologischer Natur nicht 
vorhanden sind. 

Fiir die vorstehende Untersuchung des einen von uns (Noel F. Sham- 
bough) ist der Befund wichtig, daB in der Leber nekrotische Herde ge- 
funden wurden. Den gleichen Befund hatte Prof. Wegelin erhoben, 
ais er die Niere des Tieres untersuchte, welches mehrfach intraperitoneale 
Injektionen von Tyrosin erhalten hatte. Aus diesem Doppelbefund 
darf wohl geschlossen werden, da8 Tyrosin in schwerer Weise die Leber 
schadigt, und daB diese Leberschadigung die primare Ursache fiir die 
schweren Stérungen nach Tyrosininjektion sei. Erst sekundir kommt 
es zu Schadigungen der Niere. 

Die Ergebnisse unserer Versuche legen wir in der nachfolgenden 
Tabelle in Versuch 1 (Phenylalanininjektion) und Versuch 2 (Thyrosin- 
injektion) vor. 

In allen Versuchen wurden die zugefiihrten Lésungen in solchen 
molekularen Konzentrationen gegeben, daB die Diurese unter dem 
Einflu8 von Euphyllin hatte eintreten miissen. 

Bei den normalen Kaninchen, die in der friiheren Arbeit benutzt 
wurden, war die Diurese trotz Euphyllininjektion nicht besonders 
grob. Aber in der ersten und letzten Versuchsperiode konnte ein Unter- 
schied von 100°, zwischen den Phenylalanin- und Tyrosinversuchen 


beobachtet werden. 
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leichzeitig intramuskulare Injektion von 0,12 g Eupbyllin. 
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*) Intraperitoneale Injektion: 100 ccm Lésung enthaltend 1,55 g Phenylalanin (0,5g pro kg Korpergewicht) mit der theoretischen Menge NaOH neutralisiert 


und mit NaCl isotonisch gemacht. 
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In den vorliegenden Versuchen handelt es sich um ein Tier, i: 
welchem wegen der vollstandigen Entnervung der Nieren schon in de 
normalen Kontrollperiode die Harnabsonderung eine groBe war. | 
dem ersten Versuch, welcher der Phenylalanininjektion vorausging 
betrug die halbstiindige Harnmenge 8.8ccem. Sie stieg sofort nach) 
den doppelten Injektionen von Phenylalanin und Euphyllin aut 
24.8 ccm, um in der zweiten halben Stunde auf 39 cem zu steigen, und 
belief sich noch in der siebenten halben Stunde auf 17 ccm. In dem 
zweiten Versuch war die Harnmenge in der normalen Kontrollperiod: 
sogar 21 ccm, also viel gréBer als in dem voraufgehenden Versuch 
Um so beachtenswerter ist dasjenige, was folgt. Denn man sieht, dai 
sofort nach der Injektion von Tyrosin und Euphyllin ein tiefer Sturz 
der Diurese eintritt und daB die Harnabsonderung wahrend des ganzen 
Versuchs auf einer auBerst niedrigen Stufe verharrt. Es kann hier 
nicht der geringste Zweifel hieriiber bestehen, daB die Hemmung von 
dem Tyrosin ausgeht. In der friiheren Arbeit hatte der eine von uns 
darauf hingewiesen, daB der Alkalizusatz, dessen man zur Auflésung 
der Aminosauren bendétigt, ein gewisses hemmendes Moment enthalt 
Nun ist aber in unserem ersten Versuch der gleiche Alkalizusatz wie 
im zweiten. Der Versuch mit Phenylalanin verlauft aber bei dem total! 
entnervten Kaninchen genau so wie ein solcher, den wir als eine normal 
Purindiurese ansprechen. Es scheidet daher die Alkalinitat als Ursache 
der Hemmung im Tyrosinversuch aus. 

Die genauere chemische und physikalisch-chemische Untersuchung 
der Diurese nach Phenylalanin, die dank der groBen Harnmengen bei 
dem entnervten Tiere ausgefiihrt werden konnten, zeigt in allen Einzel 
heiten den Verlauf einer Purindiurese, wie sie in den friiheren Arbeiten 
aus dem Berner physiologischen Institut beschrieben worden ist. Neu 
hinzugekommen ist der Verfolg der Aminostickstoffausscheidung im 
Harn. Uberblickt man die Ausscheidung des Aminostickstoffs in den 
einzelnen Perioden, so ergibt sich, daB dieselbe nicht eine bloBe Funktion 
der ausgeschiedenen Harnmengen ist. Das Bemerkenswerte ist aber 
die sehr viel gréBere Aminostickstoffausscheidung im Phenylalanin- 
versuch als diejenige im entsprechenden Tyrosinversuch. Es handelt 
sich nicht etwa um eine Zuriickhaltung im Blute, denn dafiir geben 
die Blutanalysen keinen Anhaltspunkt, vielmehr ist, wie ich schon in 
meiner vorhergehenden Arbeit als Vermutung auBerte, daran zu denken, 
daB ein vorbereitender Akt in dem ProzeB der Verarbeitung der Amino- 
siuren unter dem EinfluB von Tyrosin gelitten hat. 


Die vergleichende Untersuchung, deren Ergebnisse hier mitgeteilt 
wurden, haben einen neuen Beitrag fiir den tiefen Unterschied in der 
Wirkungsweise von Phenylalanin und Tyrosin auf die Diurese erbracht, 
insbesondere auch die Auffassung gestiitzt, daB Tyrosin einen toxischen 


de 
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KinfluB ausiibt. Der morphologische Befund und der Verlust zweier 
liere selbst im akuten Versuch l&aBt kaum eine andere Deutung zu. 


Zusammenfassung. 
1. Auch im akuten Diureseversuch zeigte sich ein groBer Unter- 
schied zwischen der Wirkung von Phenylalanin und Tyrosin; letzteres 
hemmte sogar eine durch Entnervung herbeigefiihrte starke Harn- 


ibsonderung und die Euphyllindiurese hierbet. 

2. Selbst nach einem akuten Versuch fanden sich schwere morpho- 
logische Schadigungen in der Leber nach Tyrosinzufuhr. 

3. Als beiliufiger Befund wurde das vollstandig normale Verhalten 
der Nieren lingere Zeit nach totaler Entnervung konstatiert. 























Das Verhalten von Phenylalanin und Tyrosin 
unter dem Einflu6 der Purindiurese. 


Von 
Noel F. Shambough. 


Medical Fellow National Research Council, Ann Arbor, Michigan. 
[Aus dem physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern.| 


(Eingegangen am 10. Juni 1927.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Die Untersuchungen, iiber welche hier berichtet wird, nahmen 
ihren Ausgangspunkt von Arbeiten, die ich') friiher in Ann Arbor an 
gestellt habe und aus denen sich ergab, daB Tyrosin und Phenylalanin 
im intermediaren Stoffwechsel sich sehr verschieden verhalten. Diese 
Tatsache bedarf nach verschiedenen Gesichtspunkten einer weiteren 
Analyse. Ein solcher Gesichtspunkt ist der Ablauf der Diurese, und ich 
folgte daher der Anregurg von Prof. Asher, den Ablauf der Diurese zu 
verfolgen unter dem EinfluB einerseits von Tyrosin, andererseits von 
Phenylalanin. Zur Diuresegrundlage, von welcher der Vergleich aus- 
gehen sollte, wahlte ich eine durch Euphyllin bervorgerufene Harn- 
absonderung, vornehmlich aus dem Grunde, weil diese Purinkérper- 
diurese in der letzten Zeit durch die Arbeiten des Berner physiologischen 
Instituts weitgehend aufgekliit worden ist. Der Gedankengang, der 
mich leitete, war der, daB, sobald Stoffe, wie Tyrosin und Phenylalanin 
in einer die minimalen physiologischen Mengen iiberschreitenden 
Quantitat dem Organismus zugefiihrt wiirden, dann das Einsetzen 
einer Nierentatigkeit zu erwarten stand. Vorausgesetzt, daB diese 
Erwartung zutrifft, war eine Gelegenheit gegeben zu untersuchen, ob 
die Niere gegeniiber Tyrosin und Phenylalanin sich verschieden ver- 
halten wiirde, demnach eine Nierenkomponente in der verschiedenen 
Reaktion des Kérpers auf die beiden Aminosauren existiere. 


Experimentelle Methodik. 


Die angewandten Methoden schlieBen sich in allen wesentlichen 
Punkten an die im Berner physiologischen Institut iiblichen an und 


') N.F. Shambough, Journ. Biol. Chemistry 67, 30, 1916. 











Tn. | 


Pn 


n 
id 











N. F. Shambough: Verhalten von Phenylalanin und Tyrosin usw. 445 


wurden insofern geindert, als es die speziellen Bedingungen meiner 
Versuche erforderten. Die Untersuchungen wurden ausschlieBlich an 
mannlichen Kaninchen angestellt. Vor jedem Versuch wurde durch 
Untersuchung des Harns die Normalitat der Tiere festgestellt. 2 Tage 
vor jedem einzelnen Versuch erhielten die Tiere eine abgewogene Menge 
von 400 g weiBen Riiben taglich, ohne Zusatz von Wasser. Auf diese 
Weise lieB sich die Stickstoff- und Wasseraufnahme konstant erhalten. 


Alle Versuche wurden zur gleichen Stunde des dritten Tages an- 
gestellt. Das Tier wurde auf einem gut mit Watte ausgepolsterten 
Brett befestigt, wobei der Kopf jedoch frei blieb. Zum Sammeln des 
Harns wurde ein weicher Gummikatheter in die Blase eingefiihrt. Die 
Blase wurde entleert und dann mit warmem sterilen Wasser aus- 
gewaschen, bis das Waschwasser klar abfloB. Wenn intraperitoneale 
Injektionen gemacht wurden, wurde zu dieser Zeit der Trokar in die 
Bauchhéhle eingefiihrt. Sodann verband ich die Mariottesche Flasche, 
welche die auf 38° erwarmte Lésung enthielt, vermittelst eines Gummi- 
schlauchs mit dem Trokar und lieB den Gummischlauch in einem auf 
38° gehaltenen Wasserbad liegen. Der Einlauf der Lésung wurde mit 
Hilfe einer Schraubenklemme so einreguliert, daB er 4 Minuten lang 
dauerte. Wiahrend der ersten 2 Minuten wurde die leere Blase noch 
zweimal mit 5cecm warmen sterilisierten Wassers ausgewaschen, um 
die Méglichkeit auszuschlieBen, auf welche Bock") hingewiesen hat, 
da8 Phosphatniederschlige an der Blasenwand haften bleiben. Die 
Waschfliissigkeit wurde gemessen. Am Ende der ersten 2 Minuten 
wurden 0,2 g Euphyllin intramuskular injiziert. Das Euphyllin wurde 
dem physiologischen Institut in liberaler Weise von den Byk-Gulden- 
werken, Berlin, zur Verfiigung gestellt. Vom Moment der Euphyllin- 
injektion an wurden die nachfolgenden Versuchsperioden gerechnet. 
Nach der Injektion von Euphyllin lieB ich die tibrigbleibenden 50 com 
der Lésung in die Bauchhéhle ausflieBen. Im ganzen waren dann 
100 cem in der Bauchhéhle. 

Wenn die Lésung per os eingegeben wurde, habe ich zeitlich das 
gleiche Verfahren innegehalten, und die Zufuhr der Liésung wurde so 
ausgefiihrt, daB ich das auf dem Brette befestigte Tier in die Vertikal- 
lage brachte. Bei oraler Zufuhr der Lésungen habe ich 0,24 g Euphyllin 
intramuskular injiziert. 

Nach der Injektion blieb das Tier zunichst bedeckt auf dem Brette 
liegen, unter Warmhaltung mit Hilfe von elektrischen Glihlampen. 


Der Harn wurde aus dem Katheter in graduierten Zylindern auf- 
gefangen. Die 6 Stunden nach der Injektion, innerhalb welcher Zeit 


1) D. Bock, Kgl. Dan. Vetensk. teleskab, Biol. Nettelser 8, 1, 1921 
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ich den Harn sammelte, wurden in vier Perioden eingeteilt, namlich 
zwei von je einer halben Stunde Dauer, eine von 2 Stunden Dauer und 
eine von 3 Stunden Dauer. Am Ende jeder Periode wurde die Blas: 
dreimal mit 5cem warmem sterilisierten Wasser ausgewaschen. 

Blutproben wurden aus der Randvene des Ohres vor der Injektion 
(Kontrolle) und in der Mitte jeder Einzelperiode entnommen. 

Das Tier blieb 3 Stunden lang nach der Injektion aufgebunden 
Nach Ablauf dieser Zeit wurde der Katheter entfernt und das Tie: 
in einen Stoffwechselkafig gebracht bis zur Zeit der letzten Blutent- 
nahme. Zu dieser Zeit wurde das Tier wieder aufgebunden und der 
Katheter ehe die Blutentnahme stattfand wieder eingefiihrt. Auf 
diese Weise wurde, mit Ausnahme von zwei Fallen, wahrend aller 
meiner Versuchsreihen vermieden, daB das Tier Harn in den Kafig lieB 


Vorbereitung der benutzten Lésung. 


Fiir meine Untersuchungen wurden mir in generéser Weise reinstes 
Tyrosin und Phenylalanin von der Firma Hoffmann Laroche, Basel 
zur Verfiigung gestellt, wofiir ich auch an dieser Stelle meinen besten 
Dank aussprechen méchte. Die Aminosiurelésungen wurden jedesma! 
eine halbe Stunde vor der Eingabe frisch zubereitet. Die Sauren wurden 
mit der theoretischen Menge n NAOH neutralisiert und berechnete 
Mengen von Kochsalz und destilliertem Wasser zugesetzt, um die 
Lésungen blutisotonisch zu machen. Die Berechnung geschah unter 
der Annahme, daB ein Molekiil des Natriumsalzes von Phenylalanin oder 
Tyrosin aquivalent mit einem Molekiil Kochsalz zur Erzeugung einer 
isotonischen Lésung sei. Wie aus den Gefrierpunktserniedrigungen 
ersichtlich ist, ist dieser Wert hinreichend genau fiir die Zwecke det 
vorliegenden Versuche erreicht worden. 


Analytische Methoden. 


Der Gefrierpunkt wurde in der iiblichen Weise mit Hilfe eines Beckmann- 
Thermometers ermittelt. Der Gesamtstickstoff wurde mit einer Mikro- 


kjeldahImethode bestimmt unter Anwendung von je 4 cem Harn. Die | 


Veraschung geschah unter Zusatz von lcem_ konzentrierter H,SO, 
und 6 Tropfen 10° iges CuSO,. Es wurde in n/50 H,SO, iiberdestilliert. 
Aminostickstoff wurde nach Folins Methode bestimmt. Das Aminoséure- 
reagens 1, 2, 4-Naphthochinonsulfosiure wurde aus Nitroso-8-Naphthol her 
gestellt und das Verfahren von Folin nach den Angaben von Pincussens 
mikrochemischen Methoden (3. Aufl., 8.49) innegehalten. In den Ver- 
suchen, in welchen Aminosaéuren zugefiihrt wurden, mubte natiirlich die 
Menge von Harn, die zur Bestimmung verwandt wurde, variiert werden, 
so daB die entwickelte Farbe innerhalb des Bereichs der Variationsmdéglich- 
keit der Standardlésung fiel. Dieser Bereich ist jedoch hinreichend gro, 
so daB man die Mengen von Harn recht betrachtlich verandern kann. 
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Beispielsweise wurden nach Tyrosin von 4, Stunde Periode 8 ccm eines 
m Verhaltnis 1:4 verdiinnten Harns genommen. Nach Phenylalanin 
teem. Die Phosphate wurden nephelometrisch nach dem Verfahren von 
Kleinmann mit einem Apparat von Schmidt und Haensch bestimmt. Die 
ganze Methode nebst der neuen Veraschung nach Elsner wurde in einer 
voraufgehenden Arbeit beschrieben'). Die Chloride im Blut und Harn 
wurden nach der Mikromethode von Bang bestimmt, ebenso nach Bang 
der Reststickstoff im Blute,. Haimoglobin wurde mit Sahlis Hamoglobino. 


meter ermittelt. 

Die intraperitoneale Injektion von Aminoséuren hatte zur Voraus- 
setzung, daB dieselben unter Zusatz von Alkali gelést wurden. Die intra- 
peritoneale Injektion einer alkalischen Lésung war, verglichen mit den 
bisherigen intraperitonealen Injektionen, die im Berner physiologischen 
Institut zur Analyse des Verhaltens der Harnabsonderung gebraucht wurden, 
eine neue Bedingung, weshalb ich eine Reihe von Kontrollversuchen an- 
gestellt habe. In diesen injizierte ich 100 ccm einer Lésung, die 1 cem 
nNaOH, mit Kochsalz isotonisch gemacht, enthielt. Gleichzeitig habe ich 
intramuskular 0,12 g Euphyllin injiziert. Ich teile als Beispiel in Tabellen- 
form die Versuche 5, 7 und 8 mit, sowie eine Tabelle der Durchschnitts- 
werte der Versuche 5, 7 und 8. 


Versuch 5. Kaninchen Nr. 2. 5. Januar 1927. 
Intraperitoneale Injektion 100 cem Lésung, enthaltend | cem n Natronlauge 
und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskulare Injektion 

von 0,12 g Euphyllin. 4 der injizierten Lésung: — 0,558. 
’ ; 





Harn 


Periode ss 


} 


Harnmenge, ccm Gesamt-N, mg Amino-N, mg _ Phosphat als P, O;, mg 








Stunden absolut pro Std. absolut | pro Std. absolut pro Std absolut pro Std 


8.5 10.0 | 200 44.0 88.0 0,3 06 3.6 7.2 
0.5 4,0 8.0 11,2 22.4 0,2 0.4 3.7 64 
2.0 13.0 7.5 13.0 7.5 05 OB 6.6 3.3 
3.0 11,0 3.7 98.9 33.0 22 0.7 7.6 2.5 


Versuch 7. Kaninchen Nr. 1. 13. Januar 1927. 
Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lésung, enthaltend 1 cem n NaOH 
und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskulire Injektion 

von 0,12 g Euphyllin. 4A der injizierten Lésung: — 0,558. 





Harn 


wstede Harnmenge, ccm Gesamt-N, mg Amino-N, mg Phosphat als P, Os, mg 


Stunden absolut pro Std. absolut pro Std. absolut pro Std absolut pro Std 


0,5 5,0 10,0 17,1 34,2 0.5 1,0 3.0 6,0 
0.5 7,2 14.4 22,8 45.6 04 0.8 24 4.5 
2.0 5,1 2.6 48.0 24.0 0.8 0.4 ; 2.1 
3,0 17,3 5.8 100,2 33.4 2.0 0,7 12.9 45 


1) G. M. Curtis und N. F. Shambough, diese Zeitschr. 186, 112, 1927. 
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Versuch 8. Kaninchen Nr. 1. 18. Januar 1927. 
Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lésung, enthaltend leem n NaOH 
und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskulare Injektion 

von 0,12 g Euphyllin. 4 der injizierten Lésung: — 0,558. 





Harn 


Period ‘ RI : RR 
—— Harnmenge, ccm Gesamt-N, mg AminosN, mg Phosphat als P, O;, my 


Stunden absolut pro Std. absolut pro Std. absolut pro Std absolut pro Std 


0.5 8.0 6.0 11.0 22 () 03 06 97 5.4 
05 20 4.0 10.0 20.0 0.4 Os 24 48 
2.0 5.5 2.8 30.1 15.1 0.7 0.4 5.8 29 
3.0 10.0 3.3 159.2 53.1 1.7 0.6 28.8 9.6 


Tabelle der Durchschnittswerte der Versuche 5, 7, 8. 


Intraperitoneale Injektion 100 cem Lésung, enthaltend lecem n NaOQH 
und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskulaire Injektion 
von 0,12 g Euphyllnm. A der injizierten Lésung: 0,558. 





Harn 


Pe od + , * 7 
_—— Harnmenge, ccm Gesamt-N, mg AminosN, mg Phosphat als P, O;, mg 


Stunden absolut pro Std. absolut pro Std. absolut pro Std. absolut pro Std. 


05 6.0 12.0 94.4 48.0 0.4 08 31 6.2 
05 4.4 8.8 14.7 29.4 03 06 26 5.2 
2.0 7.8 39 30.4 15,2 0.7 03 6.6 3.3 
3.0 12,7 4,2 119.4 39.8 2.0 0,7 12.2 4.1 


Die Betrachtung der ausgeschiedenen Harnmengen zeigt, daB in 
den ersten zwei halben Stunden zwar eine Diurese eintritt, daB dieselbe 
aber unvergleichlich viel kleiner ist als sie friiher beobachtet wurden, 
wenn 100ccem isotonischer Kochsalzlésung und Euphyllin injiziert 
wurde. Sowohl in den Arbeiten von Curtis wie auch in derjenigen von 
Raulston') wurden in 10-Minutenperioden Werte von 17 bis 18 ccm 
und mehr beobachtet, waihrend in meinen Versuchen die durchschnitt- 
liche Harnmenge pro Stunde im Maximum 12 ccm betrug. Die gesamte 
Stickstoffausscheidung ist in der ersten halben Stunde entsprechend 
der gesteigerten Diurese groB, sinkt dann ab, um erst zwischen der 
dritten und sechsten Stunde wieder anzusteigen. Die Aminostickstoff- 
ausscheidung ist wihrend der ganzen Versuchsdauer klein und annahernd 
konstant. Die Phosphatausscheidung ist in den beiden ersten halben 
Stunden ein wenig héher als spater. Im ganzen gewinnt man aus diesen 
Versuchen den Eindruck, daB die nicht sehr erhebliche Alkalinitat der 
intraperitoneal eingefiihrten Lésung eine deutliche Hemmung der 


Ae eee oe 


1) B.O. Raulston, diese Zeitschr. 184, 31, 1927. 
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yormalen Euphyllindiurese und sogar der Diurese nach int raperitonealer 
Injektion bloBer isotonischer Kochsalzlésung veranlaBt. 

Nach Anstellung der geschilderten Kontrollversuche wurde zu 
den Versuchen iibergegangen, in denen ich die Wirkung von intra- 
peritonealer Phenylalanin und Tyrosininjektion auf die Diurese mit- 
einander verglich. Ich teile nachfolgend einige Versuchsbeispiele, 
("bersichtstabellen und kurvenmaBige Darstellungen mit. 


90. —_—_— cm ——- — =» Phenylalanin per os '/og 
ee 2 . pro kg 
651 . em DF a —— —t Tyrosin per os '/2g 
| ae pro kg 
60; | 5 , 4 go. + 4 
«1 ; -—“a 
— 
1 is 
ys | / > 
‘ | fies. 
’ / 7 
75+ / / Se Phenylalanin  intraperit 
' ; ~ J ‘og pro kg 


. 
. 
Phenylalanin ' , g pro kg 








s l'yrosin intrap g p.kg 
5 2 ‘ 
= NaOu 
0 
10 ,- ——— EE Phenylalanin per os '')g pro kg 
| fae — J Phenylalanin intrap. | .g pro kg 
Rg} 7 + f° 
| VA a rfl 
} 7 oa 


+ Phenylalanin '),g pro kg 


[yrosin per os | yg pro kg 
NaOH 
| Tyrosin intraperiton. | »g pro kg 





Abb. 2. Aminosdureausscheidung. 
29* 














100 G Blut 


Ng pro 
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| 
' . : Stunden , 
Abb. 3. Blut N. 
-- Phenylalanin per os ' »g pro kg. —--— Tyrosin per os '/ g pro kg. Phenylalanin '/, g 
-—---- Phenylalanin intraperitoneal '/,g pro kg. ----- Tyrosin intraperitoneal 1/) g pro kg 
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Abb. 4. Phosphate. 
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mg 
427 
oo "a > 
a i Phenylalanin per os '/ g 
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| | 4 ZL | 
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Abb. 5. Stickstoffausscheidung. 
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Versuch 15. Kaninchen Nr. 3. 16. Marz 1927. 
” Intraperitoneale Injektion 100 cem Lésung, enthaltend 1,13 g Phenylalanin 
(0,5 g pro Kilogramm Koérpergewicht), mit der theoretischen Menge Natron- 
intrap lauge neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intra- 
a muskulare Injektion von 0,12 g Euphyllin. 1 der injizierten Lésung: 
0,552. 
Harn Blut 

Harnmenge, Gesamt-N, Amino-N, Phosphat als = 4 Es § 

g Periode ccom mg mg P, Os, mg 3D 6 6Ot E-} <= 
1 ae ee i Big _ tes te | Zu by 

a~ a~| te! & 

abso: ro abso- ro = absoe ro abso- ro | & 0 2 3 

. lut Std. jut std. lut = Std. lut Std. “4 

Std 9/6 ‘ mg 

- s a ~ - - - ~~“ sep, 0.487 22.3 70.0 

05 85 170 22 504 27 54 18 36.0779 fom Sot TN 

05 10 20 77 154 15 30 11) 22 2175 0489 368 780 

20 40 20 47.1 236 30 15 90 45 0,938 0 44 999 790 

3,0 255 85 65,8 21,9 63 21 35,5 11,8 0,208 9555 57) 710 
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9. April 1927. 

Intraperitoneale Injektion 100 cem Lésung, enthaltend 1,13 g Phenylalani: 
(0,5 g pro Kilogramm Kérpergewicht), mit der theoretischen Menge neu 
tralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskuléir 


Versuch 22. Waninchen Nr. 5. 








Injektion von 0.12 g Euphyllin. 4 der injizierten Lésung: 0,547. 
Harn Blut 
Harnmenge, Gesamt-N, AminosN, | Phosphat als 3 Es £ 
Periode com mg mg 205, mg 7D 2D a 2 
siting | an 2 hieiaee Es ts 4a = 
=7 =2 se = 
absos pro abso ro (absos pro | absos pro | © O 2m = 
. lut Std. lut Std. lut Std. lut Std. A 
Std. 0 0 mg 
99955 65 
0.5 | 5,0 10.0 153 306 19 38 11,0] 22.0 0,212 D428 25.5. 63.0 
05 | 20) 40) 11,8 236 16 32 53 | 10,6 0579 9473! sno 50 
2.0 | 7,0 3.51248 624 7,2 36 27,3 | 13,8 0,486 9435) 398 750 
3.0 84.0 28.0 151.9 506 ¢ 0 5B 7,8 |'0,150)|-’.>.) a0’. | 5.” 
3, 84.0 28.0 151.9 506 119 4, 93.4 | 17, 15 0.460| 322 63.0 
Tabelle der Durchschnittswerte der Versuche 12, 13, 13a, 15, 22 


Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lésung, enthaltend 0,5 g Phenylalanin 
pro Kilogramm Korpergewicht, mit der theoretischen Menge Natronlauge 
neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskulare 


Injektion von 0,12 g Euphyllin. 1 der injizierten Lésungen: — 0,562 





Harn Blut 
Harnmenge, Gesamt-N, AminowN, * Phosphat als z= <= Es = 
‘ : Perinde ccm mg mg P. Os, mg 3D 2D a | = 
‘ tea ta Zz - ) by 
a* | 2 88 & 
absos ro absos pro abso- pro abso- pro 5 ) 2 is 
lut Std. lut Std lut Std. lut Std. 3 on 
Std mg ¢ 
. - mere et ones -—e a no 0,458) 23.9 | 67.0 
05 | 7.9 15,8] 174) 348 1,6 | 32 | 7.2 14.4 /0,508 F708) 363 | B08 
05 19; 38 96;'192 14 | 28 26 5,2 /)1,158 0.440 38 4 89 0) 
2.0 54! 2.7 60,2; 151 58 | 29 || 163) 82 //0,632 0441 345 74.0 
‘ 396 132 1389) 46 96 | 32 ||@25. ¢ 9 ; OF. 
3,0 | 39,6 13,2 138.2 46.1 96 | 3.2 | 62.5 30,8 ||0,284 0.440) 29.6 | 67.0 
Versuch 14. WKaninchen Nr. 3. 2. Marz 1927. 
Intraperitoneale Injektion 100 cem Lésung, enthaltend 1,13 g Tyrosin 


(0,5 g pro Kilogramm Kérpergewicht), mit der theoretischen Menge Natron- 








' lauge neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intra- 
| muskulare Injektion von 0,12 g Euphyllin. A der injizierten Lésung: — 0.572. 
Harn Blut 
ee oe ’ : a x Sw — 
Harnmenge, Gesamt-N, Amino-N, Phosphat als | = a3 = 
Periode ccm mg mg P, Os, mg vw vO 8 = 
cs ts 4a 
= ans as oe ign ars sz By 4 ze = 
xs — ¥— e 
abso- ro absor pro absos ro —- abso ro | & © had = 
lut Std. lut Std. lut Std. lut td. , an 
Std ) 0), mg 
} ya , 0.461 21.2 81.0 
05 48] 96 | 287/574 0,7 | 14 84) 168 0,999 481 212 B10 
05 35) 7,0) 17,2) 344 05 | 1,0 |) 5,7 11,41/1,871 0.472 385 910 
2.0 84/42 | 542! 27.1 18 | 09 0.4 10,2 0,856 0501 397 840 
¢ 9 iy | SOF) RAP 95 " as ¢ 15 * UG, way 
3,0 29.0) 9,7 | 163.5) 545 25 | 08 || 25.0) 83 110,515 0490 249 830 
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Versuch 23. Kaninchen Nr. 5. 15. April 1927. 
Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lésung, enthaltend 1,50 g Tyrosin 
0,5 g pro Kilogramm Koérpergewicht), mit der theoretischen Menge Natron- 
lauge neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intra- 





muskulare Injektion von 0,12 g Euphyllin. 4 der injizierten Lésung: 
— 0,549. 
Harn Blut 
Harnmenge, Gesamt«N Amino-N, _Phosphat als = 3 Es = 
Periode com mg mg P,05,m 3D «3d | = 
= tee : Cs c« Zz i) 2 
: ied 0: E 2Z £Z ee E 
abso pro abso» pro absos pro absor| pro 6 6 x= = 
lut Std. jut Std. lut Std lut | Std. “4 
Std. ‘ 0 mg 
>F . 
05 20/40 47 94 01 02 25 | 5,0 0,192 0410 2.8 | Ch0 
nye a0 r mt = 0415 35.3 63,0 
By, 00 _ = 0.495 39.2 70,0 
ry ' - | we fe an, 0.445) 38.7 | 81,0 
3.0 10 0.3 19.1 6.4 06 02 24 O8 OBO 0462 339 910 


Tabelle der Durchnittswerte der Versuche 9, 10, 11, 14, 23. 
Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lésung, enthaltend 0,5 g Tyrosin pro 
Kilogramm Kérpergewicht, mit der theoretischen Menge Natronlauge 
neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskulare 





Injektion von 0,12 g Euphyllin. 1 der injizierten Lésung: 0,559. 
Harn Blut 
ce : ca e e — 
Harnmenge, Gesamt-N Amino-N Phosphat als | = &3 z 
Periode ecm mg mg > Os, mg 3 6 ,= > 
—E t« . 5 . 
— 32} 32 | G2! | 
abso- ro abso» pro absos pro abso pro © oe} 27 3 
: lut Std. lut Std lut Std. lut Std os 
Std mg 
- sl«@ ne) oe ale eee 0,435 21.3 73.0 
05 35 7.0 179 358 04 08 37) 677A (0.565 we ~ 3 on 0 
05 20 40 113 266 O01 O02 24 48 0,708 0.483 an'8 | BRO 
20 45 23 363 182 08 04 79 39 0840 O4>5 b.'> 23’ 
3.0 3.8 6 106.0 35.3 8 | 06 | 20.83) 68 0.408) con! ane | an’ 
3, 13. 46 106, $5, 1, 6 203 d, A0S 0.476 294 77.0 


Was die Harnmengen anbelangt, so ist der Unterschied nach 
intraperitonealer Injektion von Tyrosin und Phenylalanin am auf- 
fallendsten in der ersten und in den letzten experimentellen Perioden. 
Wihrend der ersten halben Stunde ist in keinem Falle selbst der héchste 
Wert nach Tyrosininjektion gleich dem niedrigsten Wert, der nach 
Injektion von Phenylalanin zur Beobachtung gelangte. Der Unterschied 
ist ebenso groB in den letzten Versuchsperioden. Es ist eine bemerkens- 
werte Tatsache, daB in zwei Versuchen von den fiinf, in denen Tyrosin 
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intraperitoneal gegeben wurde, die Harnabsonderung vollstandig stockt« 
Diese Ergebnisse lassen keinen Zweifel dariiber, da8 unter den von mir 
innegehaltenen Versuchsbedingungen ein tiefer Unterschied zwischen 
der diuretischen Wirkung von Tyrosin und Phenylalanin besteht 
Dafiir, daB beim Tyrosin ganz besondere Momente mit im Spiele sind 
ist wohl der schlagendste Beweis in dem gegeben, was sich in Versuch 11 
ereignete. Der Verlauf des eigentlichen Versuchs war praktisch der 
gleiche wie derjenige in Versuch 23, aber das Kaninchen starb 51 Stunden 
darauf. Herr Professor Wegelin war so giitig, die Sektion anzustellen 
und mir folgenden Bericht zu iibermitteln, wofiir ich ihm auch an 
dieser Stelle herzlich danken méchte. 


Sektionsbericht. 


Peritoneum bindegewebig verdickt und stark infiltriert mit Lympho- 
cyten. An der Innenfliche kleine Blutungen, stellenweise hamosiderin- 
haltige Zellen. 

In der Leber sieht man unregelmaéBige, ziemlich groBe Nekroseherde, 
besonders im Zentrum der Lappchen. Kapillaren zum Teil noch erhalten. 
In den nekrotischen Partien Ablagerung von Kalk. Am Rande der Nekrose- 
herde ein Saum von stark verfetteten Leberzellen. Glissonsche Scheiden 
nicht verbreitert, aber stellenweise infiltriert mit Lymphocyten. 

Niere. Glomeruli normal groB. In den Glomeruli hier und da pseudo- 
eosinophile Leucocyten. Epithé! der Hauptstiicke geschwellt und stellen- 
weisée feintropfig verfettet, besonders in der Basis der Zellen. In den iibrigen 
Kandalchen hier und da hyaline Cylinder. 

Diagnose. Lebernekrosen mit Verfettung. Verfettung der Nieren 
Peritonitis chronica. 

Das histologische Bild spricht also durchaus im Sinne einer toxischen 
Einwirkung auf Leber und Nieren. 

Aus diesem Sektionsbericht geht hervor, daB der Tod des Tieres kein 
zufalliger ist, sondern im ursaéchlichen Zusammenhang mit der mehrfachen 
Behandlung mit Tyrosin steht, welche zu schweren Schadigungen der 
Leber und des Peritoneums gefiihrt hat, sowie auch zu einer Alterierung 
der Nieren. Auch insofern ist der vorliegende Fall kein isolierter, als ich 
in einer gemeinschaftlich mit Dr. Curtis angestellten und nachfolgenden 
Untersuchung gleichfalls einen Todesfall nach Tyrosin hatte, wo wiederum 
der Patholog in dem Leberbefund einen Zusammenhang klarlegen konnte. 


Die Phosphatausscheidung war in allen Versuchen nach Phenylalanin- 
injektion héher als nach Tyrosininjektion in den entsprechenden Perioden, 


Die Werte der Gesamtstickstoffausscheidung sind nach Phenylalanin 
hoher als die entsprechenden Werte in den Versuchen mit Tyrosininjektion. 
Der Unterschied ist gréBer, als daB er sich durch den Unterschied in der 
Aminostickstoffausscheidung erklaren laBt. 


Trotz des soeben Gesagten ist andererseits hervorzuheben, daB die 
Aminostickstoffausscheidung nach Phenylalanininjektion merklich héhere 
Werte erreicht als in den Versuchen nach Tyrosininjektion in den ent- 
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sprechenden Versuchsperioden. Dies spricht dafiir, daB irgend eine Phase 
les Desaminisierungsprozesses in den beiden Fallen in verschiedener Weise 
beeeinfluBt wird. 

Von sonstigen Befunden ware zu erwahnen, dai die Chloride im Harn 
in der zweiten Periode nach Phenylalanininjektion konzentrierter sind. 
Ob dieser Beobachtung eine besondere Bedeutung innewohnt, will ich 


dahingestellt sein lassen. 


Im Blute ist bemerkenswerterweise in beiden Fillen der Rest- 
stickstoffgehalt des Blutes praktisch der gleiche. Man hatte erwarten 
kénnen, daB in den Versuchen, in denen Tyrosin intraperitoneal ein- 
gefiihrt worden war und die Stickstoffausscheidung im Harn hinter 
derjenigen nach Phenylalaninzufuhr weit zuriickblieb, dementsprechend 
im Blute eine Retention von Stickstoff sich vorfinden wiirde. Eine 
solehe Retention hat nicht stattgefunden. Man hat eher daran zu 
denken, daB sich, trotz des verschiedenen Verhaltens von Tyrosin 
und Phenylalanin in bezug auf Verarbeitung und Ausscheidung ein 
Gleichgewicht der Aminosiuren in den Geweben und im Blute 
herstellt. 

Die Chloride des Blutes zeigen in den Tyrosin- und Phenylalanin- 
versuchen keinen wesentlichen Unterschied. Um den Unterschied 
zwischen der .Wirkung von Phenylalenin und Tyrosin noch in einer 
weiteren Weise zu studieren, habe ich einige Versuche angestellt, in 
denen ich intraperitoneal nur die halbe Menge von Phenylalanin wie 
vorher injizierte, nimlich nur 0.25g pro Kilogramm Kdérpergewicht. 
Als Beispiel bringe ich Versuche 16 und 17. 


Versuch 16. WKaninchen Nr. 3. 23. Marz 1927. 
Intraperitoneale Injektion 100 ccm Lésung, enthaltend 0,56 g Phenylalanin 
(0,25 g pro Kilogramm Kérpergewicht), mit der theoretischen Menge Natron- 
lauge neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intra- 











muskulire Injektion von 0,12 g Euphyllin. 4 der injizierten Lésung: 
— 0,552. 
Harn Blut 

Harnmenge, Gesamt«N, AminosN, Phosphat als <= = Es = 

Periode com mg mg P, Os, mg =D 3d -) £ 

7 ae Giiiess fd Zu > 

e232 G2) 5 

abso- ro absos ro | absos ro abso ro | «6 es) Prt = 

lut td. lut td. lut td. lut Std. ‘ +g 

Std. %o "lo mg 0 

9 *9 £ rf 

05 | 30 60 91 182 07 14 33 66 0696 0475 O82 70 
0,5 18 36) 7,0 140) 10 20 25 5,0 1,009 0.539 401 73.0 
2,0 (70,0 35.0 71,8 358 56 28 249 12,5 0,483 0.467 305 69.0 
3,0 1380 43 663 221 40 1,3 156 5,2 0,427 0'470 30.8 70.0 
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Versuch 17. Kaninchen Nr. 4. 28. Marz 1927. 


Intraperitoneale Injektion 100 cem Lésung, enthaltend 0,71 g Phenylalanin 
(0,25 g pro Kilogramm Kérpergewicht), mit der theoretischen Menge Natron- 
lauge neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intra- 


muskulare Injektion von 0,12g Euphyllin. 4 der injizierten Lésung 





— 0,568. 
Harn Blut 

Harnmenge, Gesamt-N, Amino-N, | Phosphat als “3 4 Es £ 

Periode com mg mg P,05.m 3D 3D/| {8 = 
eet Se = ld Ee | ta | Se = 

2 3232 § 

abso-s ro = abso ro absos pro | abso- ro 3s) 0 “= = 

. lut Std lut td. lut Std. lut td. <4 

Std mg 0 
. on vi] 
05 40 80 1613822 11 22 38] 7,6 0,605 p03 so° O00 
05 (20) 40 266532 15 3.0 42) 84/1009 9478 35'9 | g3' 
2.0 | 20,5 | 10,3 113.3 56,7 59 3,0 18.0) 9.0 0,920 9565 g0’2 gs'p 
‘ ) 29 -~ x _ ea « Og 95 9 97 “ & v6! Ov, 
3 32.0 10,7 155,0 51.7 56 19 69,6 23.2 0,427 0.519 30.0 | 86.0 


Tabelle 


der Durchschnittswerte 


der Versuche 


16 und 17. 





Intraperitoneale Injektion 100 cem Lésung, enthaltend 0,25 g Phenylalanin 
pro Kilogramm Kérpergewicht, mit der theoretischen Menge Natronlauge 
neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. Gleichzeitige intramuskulare 








Injektion von 0,12 g Euphyllin. 4 der injizierten Lésungen: — 0,560. 
Harn Blut 

. —_ . i ve ca ca © ws c 

Harnmenge, Gesamt-N, Amino, Phosphat als = <= &3 = 

Periode ccm mg mg P205,m 3D | wD |~f 2 
ts Es Z ws > 

“ =  — wee ~ tt ae =7 2° 8 

abso- pro abso- pro abso- pro abso. pro 3 o Po = pa 

. lut Std. lut Std lut Std. lut Std. “a 

Std 0 mg f 
a a no a »-, 0,488 27,1 79,0 
05 | 35 7,0 | 126 252/09 | 18] 35) 7,0 0,650 9405 aaa sey 
05 | 18 36 168/176) 12 24) 33 66 1,009 Dro0 32°) fo'y 
2.0 45.2 22.6 924 46.2 5,7 2.9 | 214 | 10,7 0,701 914 316 770 

: 225 75°1105 36: 8 5 426 2 0,427 || nes | Sate | oo 
3.0 22,0 7.5 110.5 36.8 4, 16 426 14,2 0427 0494 304) 780 


Auch in dieser Reihe treten die Anzeichen gréBerer Nierentatigkeit 
gegentiber den Erfolgen der Tyrosininjektion deutlich hervor. Was 


besonders beachtenswert ist, ist die Tatsache, daB trotz Zufuhr einer 
geringeren Menge von Aminosduren die Aminostickstoffausscheidung 
im Harn gréBer war als nach Zufuhr der doppelten Menge von Tyrosin. 
Es spricht das Ergebnis dieser Versuchsreihe wiederum dafiir, daB ein 
vorbereitender Akt fiir die Entfernung der kiinstlich zugefiihrten 
Aminosiure nach Tyrosininjektion gestért sei. 
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Alles bisher Gesagte galt fiir die Beobachtungen nach intra- 
peritonealer Zufuhr der beiden Aminosduren. Ganz anders verlaufen 
die Dinge, wenn die beiden Aminosaiuren mit 100 ccm _ Fliissigkeit 
per os eingegeben werden und gleichzeitig zur Erzeugung der Diurese 
Euphyllin gleichfalls per os gegeben wird. 

Fiir die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen teile ich Versuch 18 
und 19 nebst der dazugehérigen Tabelle der Durchschnittswerte und 
Versuch 20 und 21 nebst der entsprechenden Tabelle der Durchschnitts- 
werte mit. 


Versuch 18. Kaninchen Nr. 5. 30. Marz 1927. 


Per-os-Eingabe 100 ccm Lésung, enthaltend 1,50 g Phenylalanin (0,5 g pro 

Kilogramm Ké6rpergewicht), mit der theoretischen Menge Natronlauge 

neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der obigen 
Lésung zugesetzt. 











Harn Blut 
’ , ca ca € - 
Harnmenge, Gesamt-N, Aminos-N, Phosphat als | s gs 3 
Periode ecm mg mg P,.0O5,m 3H 35 Ss °° 
2 tel t¢e| = 
— — S. + oe S 
a ia- | S8| & 
absos| pro abso» pro  abso- ro | abso ro s =) a= is 
lut Std. lut Std. lut td. lut Std. . “ry 
Std. 0 0 mg fi 


0,465 27,8 65.0 


(5 28.0) 56,0 273 5446 O8 16 7,8 15,6 '0,228 "209 Sho 9 
05 54.0 108.0 37.8 756 26 52 97 194 0.259 nyo yy a 
2.0 90,0) 45,0 126.0 63,0 132 7,6 27,3 13,7 0.442 95.9 ae) geo 
3.0 55.0!) 183 1745 582 112 3,7 409 136 0543 28" So O° 


0.501 35.8 67,0 


Versuch 19. Kaninchen Nr. 3. 1. April 1927. 


Per-os-Eingabe 100 cem Lésung, enthaltend 1,13 g Phenylalanin (0,5 g pro 

Kilogramm Kdérpergewicht), mit der theoretischen Menge Natronlauge 

neutralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der obigen 
Lésung zugesetzt. 





Harn Blut 
Harnmenge Gesamt-N, Amino-N, _Phosphat als 3 $ Es = 
Periode ccm mg mg P2 Os, mg wD 6st _ ma = 
ae ta cea Zz oy -” 
. . =7 =4 2 a 
absos ro abso- ro abso- ro abso ro | 6 * 2 3 
. lut td. lut Std. lut Std. lut Std. .~ ~r4 
Std. ( mg 
a A 4 i e' ; - , 0469 20.0 67.0 
05 29,5 590 389/788 17 34 7,2 14,4 0,228 548° S02 Ben 
05 498 996 379/758 35 7.0 11,1 22.2 0,352 p52 39's 6s'0 
20 220 11.0) 635'318 62. 3, 19.2 96 0561 0.500 3h 8 650 
3,0 86.0 28.7 175.1 584 86 29 4388 14.6 0.560 ,% po, a 


0,514 32,7 72,0 
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Tabelle der Durchschnittswerte der Versuche 18 und 19. 


Per-os-Eingabe 100 ccm Lésung, enthaltend 0,5 g Phenylalanin pro Kilo 

gramm K6orpergewicht, mit der theoretischen Menge Natronlauge neu 

tralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der obige: 
Lésung zugesetzt. 





Harn Blut 

ne a ee fa Tie 

Harnmenge, Gesamt-N, Amino, Phosphat als =| a a2 = 

Periode com mg mg P, Os, mg 7 vd =~ = 

ce t3/ 2 

a ee REA BS . =o s 

+ ie: = ‘ =7 =2 es E 

abso- ro abso» pro abso» pro absos| pro © S) x= | 

; lut td. lut Std lut Std. lut Std. a ay 
Std ( mg 


0,467 23.6 66,0 


05 28.7 574 33,1 662 12 24 | 7,5 15,0 )0,228 ,"4an ay'a | @ 
nolmen|| os > ong 0.496 34.9 62.0 
05 51,9 103.8 37.8 75.6 35 7,0 104 208 0,306 on ny 66.0 
2.0 56,0 28,0 94.7 474 97 49 23.2 11,6 0,501 9559 35°9 G60 
3.0 70,5 23.5 1748 583 9.9 | 2.2 42.3 141 0,551 9597 345 69/9 


Versuch 20. Kaninchen Nr. 5. 4. April 1927. 


Per-o--Eingabe 100 cem Lésung, enthaltend 1,50 g Tyrosin (0,5 g pro Kilo- 


gramm K6rpergewicht), mit der theoretischen Menge Natronlauge neu- 


tralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der ebigen 
Lésung zugesetzt. 





Harn Blut 

ae eee Fe Fa ee 

_ Harnmenge, | Gesamtein, AminosN, Phosphat als @ = = = 
Periodé ccm mg mg P, Os, mg 27D |i 3d  _& a 
—————SE - — ts cs Z u >? 

0p £Z' 22 $2 

abso» pro |abso- pro  absos ro abso» pro 6 O Pi 3 

. jut Std. lut Std. lut td. lut Std. = 
Std mg 0 
= ‘“ aii 25 299 67 
0,5 25,5) 51.0) 29,5 59.0) 0.5 1,0 12,7 25,4 0,102 9453 392 be0 
0.5 83,0 166.0 43.1 86.2) 0,7 14 19,8 39,6 0,163 o4on 417 gen 
2.0 1090 59,5 99.9 50.0/ 20 1.0 37.5 188 0.476 9455 gas SS 
3.0 53.0 17,7 189.5 632) 2 08 51,7 17,2 0,423) 406, 20.9 | 4, 
3, 53,0 17,7 189.5 63.2) 24 ' M7 17,2 0423 0486 358 690 


In beiden Versuchsreihen wird das Bild vornehmlich beherrscht 
durch den groBen EinfluB des Diureticums. Sowohl nach Zufuhr von 
Phenylalanin wie nach derjenigen von Tyrosin kommt es zu einer 
ergiebigen Diurese. In den ersten Perioden ist sogar die Wasser- 
ausscheidung nach Tyrosin gréBer als nach Phenylalanin. Die ge- 
steigerte Diurese ist waihrend der ganzen sechsstiindigen Versuchs- 
dauer zu beobachten. Nur hinsichtlich der Aminostickstoffausscheidung 
erinnern die Verhaltnisse einigermaBen an diejenigen, welche in den 
friiheren Versuchsreihen beobachtet wurden. Denn, wenn auch die 
Absolutwerte niedriger sind, so sind doch die Aminostickstoffwerte in 
den Versuchen mit Phenylalanin viel gréBer als diejenigen nach Tyrosin. 
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Versuch 21. Kaninchen Nr. 3. 7. April 1927. 


Per-os-Eingabe 100 ccm Lésung, enthaltend 1,13 g Tyrosin (0,5 g pro Kilo- 

gramm K6rpergewicht), mit der theoretischen Menge Natronlauge neu- 

tralisiert und mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der obigen 
Lésung zugesetzt. 





Harn Blut 

: , s « “yo c 

Harnmenge, Gesamt-N, Amino»-N, | Phosphat als | = 3 z 

Periode com mg mg P, Os, mg 7 | wD = 
a is ale cea te Zz ~ i 

ps ie ae meee EZ SZ 2 8 

abso- pro  absos| pro abso» pro | absoe pro 5 5 => 3 

lut Std. lut Std. lut Std. lut Std. ry 

Std é mg 0 


0,401 22.2 70,0 


0.5 58,0 116,0 28.2 564 1,1 2,2 11,2 | 22,4 0,342 92 29 Q 7 

05 647 1294 1,1 | 22 | 121 | 24,2 0,457 /0425) 388 | 20 
20 20,5 10,3 14 0,7 191 9,6 0,538 97445 34'3 G6'0 
‘ 0 on . ‘ ; : wow 0.445 34; 6. 
3.0 780 26.0 24 08 481 16,0 0,767 JAS? Bh! O00 





Tabelle der Durchschnittswerte der Versuche 20 und 21]. 
Per-os-Eingabe 100 cem Lésung, enthaltend 0,50 g Tyrosin pro Kilogramm 
Kérpergewicht, mit der theoretischen Menge Natronlauge neutralisiert und 
mit NaCl isotonisch gemacht. 0,24 g Euphyllin der obigen Lésung zugesetzt. 





Harn Blut 
' Harnmenge, Gesamt-N, AminosN, Phosphat als = 3_ Es £ 
Periode ccm g mg ©, Os, mg 3} «3! 8 = 
’ te ts Zz aan - 
ct me’ jae ae — = _— &Z | 82 | ge : 
& # o> = 
abso- pro abso» pro abso» pro absos pro oO O an = 
. lut Std. lut Std. lut Std lut Std = 
Std. ‘ mg 


999 0,413) 25,7 68,0 


05 27) 85 28.8 57.6 09 8 9 238 on'n | a 
5 42.7 4 28.8 57.6 . 1, 11,9 23, 448 35.5 69.0 


0.5 68.8 137.6 37,7 754 09 18 159 31.8 0,310 . no | we 
2.0 645 323 814 /40.7 1.7 09 283 142 0,507 DAS Se 7HO 
3.0 65,5 21,8 161.8 539 24 08 49.9 16.6 0,596 940. 909 So'o 


Da die Harnabsonderung in beiden Reihen eine betrachtliche war, 
kénnen die von mir gemachten Phosphatanalysen im Harn zur Be- 
urteilung der Beziehungen zwischen Harnausscheidung und Phosphat- 
ausscheidung unter den Versuchsbedingungen dieser Versuchsreihe 
herangezogen werden. Die Phosphatausscheidung geht parallel mit 
der Harnabsonderung, sie ist pro Stunde dann am gréBten, wenn die 
Harnabsonderung am gréBten ist. Davon abgesehen, ist kein in das 
Auge springender Unterschied der Phosphatausscheidung in den Tyrosin- 
und Phenylalaninversuchen. 

Auch die von mir im Blute angestellten Analysen lassen keinen 
Unterschied in den beiden Versuchsreihen erkennen, namentlich nicht 
hinsichtlich des Reststickstoffgehalts. 
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Aus diesen Ergebnissen ist der SchluB zu ziehen, daB bei Zufuly 
der beiden von mir benutzten Aminosauren auf dem oralen Wege und 
einer Beobachtungsdauer von nur 6 Stunden in der Nierentatigkeit 
kein Unterschied in der Reaktion des Organismus auf die beiden Amino 
siuren sich kundtut. Dieses negative Ergebnis bedeutet aber keines 
wegs, daB ein Unterschied nicht vorhanden sei. Diesen Unterschied 
habe ich in einer friiheren Arbeit durch meine Versuche mit peritonealer 
Zufuhr durch den morphologischen Befund aufdecken kénnen, und 
eine nachfolgende Arbeit wird einen weiteren Beleg fiir diesen Unter- 
schied erbringen. 

ZusammengefaBt, ist der Inhalt der vorstehenden Arbeit: 

1. Intraperitoneale Injektion einer leicht alkalischen Kochsalz- 
lésung hat eine gewisse hemmende Wirkung auf den Erfolg der Injektion 
eines spezifischen Diureticums. 

2. Der Vergleich der Diurese, die nach intraperitonealer Injektion 
von Phenylalanin und Tyrosin und Injektion eines spezifischen Diure- 
ticums erfolgt. weist Unterschiede in der Reaktion des Organismus 
auf die beiden Aminoséuren auf. 

3. Mehrfache intraperitoneale Injektion von Tyrosin fiihrt zu 
schweren Leberschadigungen. 


4. Bei oraler Zufuhr von Phenylalanin und Tyrosin kommen inner- 
halb einer Versuchsdauer von 6 Stunden Unterschiede nicht zum 


Ausdruck. \ 
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Beitrag zur Kenptnis der Schicksale 
des Isopropylalkohols im‘ menschlichen Organismus. 


Von 
Hikmet Kemal. 


(Aus dem Physiologisch-pharmakologischen Laboratorium 
des Reichsgesundheitsamts, Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Juni 1927.) 


Im AnschluB an die Untersuchungen von Rost und Braun’): ,,.Zur 
Pharmakologie der niederen Glieder der einwertigen aliphatischen 
Alkohole“, fiel mir die Aufgabe zu, die Schicksale des Isopropylalkohols 
(sekundirer Propylalkohol, Isopropanol) im menschlichen Korper nach 
dem Trinken von diesen Alkohol enthaltenden Getranken chemisch zu 
verfolgen. Die Schicksale dieses Alkohols im menschlichen, Kérper 
sind noch fast unerforscht, worauf in aufklirenden Mitteilungen iiber 
diesen Alkohol das Reichsgesundheitsamt wie auch der preuBische 
Minister fiir Volkswohlfahrt*) hingewiesen haben. 

In Versuchen am Tiere (Kaninchen und Hund) ist durch Pohl*) fest- 
gestellt, daB ein Teil des aufgenommenen Isopropylalkohols zu Aceton 
oxydiert und ausgeatmet wird‘), 

In den nachfolgenden Versuchen wurde reiner acetonfreier Iso- 
propylalkohol®) verwendet, und zwar durchweg in Form eines etwa 
40°, igen kiinstlichen Schnapses, der als Alkohol lediglich diesen 


1) BE. Rost und A. Braun, Arb. a. d. Reichsgesundheitsamt 57, 580, 1926. 
2) Reichs-Gesundheitsblatt 1926, S. 810. 
8) Julius Pohl, diese Zeitschr. 127, 66, 1922. 

4) Julius Pohl, Kraus-Brugsch, Spezielle Pathol. und Ther. inn. Krankh. 
9, 1. Teil, 2. Halfte, S. 1133, 1923. Nachtrag hei der Korrektur: H.C. Fuller 
und O. B. Hunter (Journ. Lab. clin. Med. 12, 326, 1927) wiesen bei ihrer 
physiologischen Untersuchung des Isopropanols an Tieren und am 
Menschen qualitativ Aceton nach. 

5) Marke C. A. F. Kahlbaum, rein, acetonfrei. Siedepunkt 81 bis 82°. 
Spezifisches Gewicht 0,784 bei 19°. Von der Acetonfreiheit des ver- 
wendeten Isopropylalkohols habe ich mich besonders iiberzeugt. 
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Propylalkohol enthielt, von gesunden Personen verschiedenen Alters 
vormittags zwischen 10 und 12 Uhr genossen, und zwar in Mengen von 
einmal 20 g (gleich 60 cem Schnaps), bis herab zu 0,1 g und bei wieder 
holter Zufuhr in Mengen von je 5g (gleich je 15 cem Schnaps) in zwei- 
(einmal in drei-) stiindigen Intervallen. Gleichzeitig mit dem isopropy!- 
alkoholhaltigen Schnaps wurde ein aus Butterbrot bestehendes Friih- 
stiick mit Tee oder Wasser eingenommen. Wie spater genauer vermerkt 
wurde in einzelnen Versuchen je zu Beginn einer neuen Stunde erneute 
Fliissigkeit getrunken. Aufgefangen wurde der Harn in ein- bzw. mehr- 
stiindigen Zwischenriumen und das Exhalat wihrend 1 bis 2 Stunden 
in Vorlagen, die mit geeigneten Absorptionsfliissigkeiten (Normal. 
kalilauge + 1/,, Normaljodlésung bis zur Gelbfarbung) gefiillt waren 
Gepriift wurde der Harn auf Gegenwart von Isopropylalkohol 
Aceton und Acetessigsiure, die Ausatmungsluft auf Aceton'). 
Die hierzu verwendeten Bestimmungsverfahren waren folgende 
Zunachst wurde der Harn nach den Angaben von Messinger- 
Huppert*) der Destillation unterworfen. Hierbei wurde in der Rege! 
von einer Harnmenge von 100 bis 120 ccm ausgegangen, oder, wenn die 
ausgeschiedene Menge Harn unter 100 cem lag, dieselbe gemessen und 
mit destilliertem Wasser auf 100 bis 120 cem vor der Destillation auf- 
gefiillt. Bei Harnen, bei denen nur geringe Mengen Aceton zu erwarten 
waren, wurde die Gesamtmenge des Harns der Destillation unterworfen. 
Qualitativ wurde der Nachweis des Acetons im Destillat mittels 
der Liebenschen Jodoformreaktion, der Legalschen Nitroprussid- 
reaktion sowie der Giinningschen Jodoformprobe*) (mit Ammoniak 
und Jodtinktur) und der Frommerschen Salicylaldehydprobe*) gefiihrt. 
Die quantitative Bestimmung des Acetons im Destillat erfolgte auf 
jodometrischem Wege, indem das Destillat zunaichst mit Normal- 


kalilauge (30 ccm) und hierauf mit n/10 Jodlésung (25 cem) — zwecks 
Umsetzung des Acetons zu Jodoform- — versetzt wurde. Der Uber- 


schuB der Jodlésung wurde alsdann nach 5 Minuten langem Stehen 


1) Eine Ausscheidung von gepaarten Glykuronséuren, die auch im 
Tierversuch (Otto Neubauer, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 46, 133, 1901) 
gering und deutlich nur beim Kaninchen gefunden worden ist, lieB sich nicht 
nachweisen. Ebenso wies die Priifung des Harns auf Ameisensaure in keinem 
Falle auf eine Vermehrung des Ameisensaéuregehalts des normalen Harns hin. 

2) Neubauer-Huppert, Analyse des Harns, 11. Aufl., 1, 254, 1910. 

3) Bardy, Journ. de pharm. et de chim., 5. Ser., 4, 30, 1881; Zeitschr. 
f. analyt. Chem. 24, 147, 1885; Bohrisch, Pharmazeut. Zentralhalle 1907, 
S. 181; C. Neuberg, Der Harn 1, 292, 1911. In der ersten Veréffentlichung 
(von Bardy) wird als Autor Giinning auf Grund von privaten Mitteilungen 
(nicht aber Gunning) genannt. 

4) Neubauer-Huppert, Analyse des Harns, 11. Aufl., 1, 250, 1910. 














Alters 


nh Vor 


ieder 
ZWei- 
ropyl. 
Friih- 
1erkt, 
neute 
nehr- 
inden 
rmal. 
aren 


‘ohol 


onde 
nger- 
rege! 
n die 
und 
auf- 
irten 
rfen. 
ittels 
ssid- 
niak 
ihrt. 
- auf 
mal- 
ecks 
ber- 
shen 


1 im 
901) 
icht 
nem 
hin. 
910. 
chr. 
907, 
ung 
wen 








Schicksal des Isopropylalkohols im menschlichen Organismus. 463 


und nachfolgendem Ansiuern der Flissigkeit mit verdiinnter Salzsiéure 
mittels n/10 Natriumthiosulfatlésung zuriicktitriert und so die Menge 
der verbrauchten Jodlésung ermittelt (leem n/10 Jodlésung ent- 
spricht 0,967 mg Aceton, Starkelésung als Indikator). 
lsopropylalkohol an sich kann zwar mit Jodlésung bei Gegenwart 
von Alkali Jodoform bilden; diese Umwandlung geschieht aber sehr 
langsam. Um eine Tauschung auszuschlieBen, wurde noch eine Ver- 
gleichspriifung herangezogen, bei der im Destillat etwa vorhandener 
lsopropylalkohol nicht in Reaktion tritt. Es wurde nach dem Ver- 
fahren von O. Mayer') gearbeitet, der die bekannte, fiir den Nachweis 
auch benutzte Eigenschaft des Acetons, mit Hydroxylamin Acetoxim 
zu bilden, zur Grundlage eines acidimetrischen Bestimmungsverfahrens 
verwendet hat. Die nach der Gleichung (C H,),CO— NH,OH. HCI 
(CH,),.C: NOH + H,O-+ HCl entstehende Salzsiure wird mit 
n/10 Kalilauge titrimetrisch bestimmt (lcem_ n/10 Kalilauge  ent- 
spricht 5,806 mg Aceton, Methylorangelésung als Indikator). 

Beide Methoden ergaben bei den nachstehend angegebenen Ver- 
suchen iibereinstimmende Werte. In die folgende Tabelle wurden nur 
die auf jodometrischem Wege ermittelten Werte aufgenommen. Uber- 
dies ist Isopropylalkohol im Destillat der untersuchten Harne — 
im Gegensatz zu den noch im Gange befindlichen Untersuchungen von 
Hundeharnen, itiber deren Ergebnis spater zu berichten sein wird — 
nicht nachzuweisen gewesen. 

In allen unseren Versuchen ergab die Untersuchung der Harn- 
proben vor der lsopropylalkoholeinnahme den Acetonwert 0. Die 
entgegenstehenden Angaben der Literatur (vgl. z. B. M. Halpern und 
Anastazy Landau*) brauchten daher nicht beriicksichtigt zu werden. 
Um zu priifen, ob etwa, wie beim diabetischen Menschen die Aceton- 
ausscheidung mit Acetessigsiurebildung einhergeht und etwa_ eine 
primaire Anderung des Stoffwechsels mitbeteiligt ist, wurde der Harn 
auf die Anwesenheit von Acetessigsiure — jedoch stets mit negativem 
Ergebnis — gepriift. 

Im ganzen wurden angestellt 21 Versuche an vier verschiedenen 
gesunden Personen. Alle Einzelheiten, sowie die analytischen Befunde 
ergeben sich aus der nachstehenden Tabelle. 

Aus den angestellten Versuchen, in denen sich aus auBeren Griinden 
die Ausscheidung des Acetons in Harn und Ausatmungsluft restlos 
48 Stunden nicht verfolgen lieB, ergibt sich folgendes: 





1) Otto Mayer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 104, 225, 1919. 
2) Halpern und Anastazy Landau, Uber den Acetongehalt des Blutes 
und der Organe. Zeitschr. f. exper. Pathol. u.°Therap. 3, 466, 1906. 
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H. Kemal: 


Ubersicht iiber die Acetonausscheidung im Harn nach dey 
Die Werte in Kursivdruck geben den errechnete: 








Weeee| Ge <_< ~ _Ausgeschieder angen | 


4. Stunde 5. Stunde 


J . See t k . aoe y 
.. < = ae — 1. Stunde 2. Stunde 3. Stunde 
per. Cie cee} Harn-| Aces | Harm) Aces | Hern-| Ace- ||Hamn-| Ace Ham] Ace. | Han 
sonen | Stunde alkohol menge ton menge ton menge| ton ||menge| ton menge ton = meng 
ccm g com mg com mg ccm mg ccm mg ccm mg 
LR 200 0,1 90 O 100. 0 90 0 —_ — “ a= ies 


2. R. 500 0.1 500 «16 #110 O99 125 0 _ ~ _— — 
100 0.33 100 0.82 


3. R. 200 0,25: 115 | 0 me | lh 110 09 100 O 110 0 
100 =~097 100 0.82 
4. R. 200 0.5 260 24 150 1,7 70 0,9 50 1,1 50 0 45 
100 =092 100 1.13 
5. R. 200 1 180 | 23 | 150; 33 90 33140! 38 165 2 S 
100 «1,77 100 2.20 100 | 271 100 1,21 
6. K. 200 1 40 1,7 70 28 40 2.1 35 1 40 0,9 
7.D. 200 1 130 32 55 1,1 55 1,1 — — — — 
100 = —-246 
8. K. 200 2 140) 51 46 49 33 3,1 36 «1,7 50 1,1 — F— 
100 =364 
9 R. 200 25 | 120) 5 163 88 909 44 150) 62 -- — 
100 «417 100 5.39 100 | 4,13 
10. T. 200 5 70 +42 70) «(75 150 5.7 210 12 450 368 S00 Bad 
100 3,80 100 571 100 818 1009880 
11. D. 200 5 140 78 110) 15.6 160 149 100 113 70 1.5 160 Bao 
100 =5457 100 1418 100 9.31 100 $2.25 
12. R. —- |10 140 84° 60/108 | 60/126 50:96 49 94 77873 
100 =~6,01 
13. R -- 10 30 «63.9 25 48 30/| 65) 22) 48 30 | 6.4 40 B) 
14. R. — 10 45 | 52 60 9.6 40 101 65 14.6 60 | 12 
: 15. R. 200 10 120 125 , 280 495 140 46 400 | 76 285 | 60 10 ) 
100 1042 100 1768 100 3286 100 19.00 100 | 21.05 
i 16. D. - 10 73 8 150 11 60, 23 22); 2 90 | 2 85 82.5 
i 100 =7.33 
17.D. 200 | 10 50 «23 29 6 475 (100.2 200 44 50 | 7.6 v. Opis 8. 
100 | 21,09 100 22.00 
18. R. _ 20 88 | 1,8 | 110; 88 80 6.5 50.) 384 65 6.5 160 BS 
100 =800 100 & 8.13 
19. R. 200 |3 x 5) 230) 99 | 220 242 100/| 15.5) 120 247 155 | 24.8 270) 9.7 
100 =430 100 11,00 100 | 15,50 100 2058 100 1600 100 H)8.41 
20.R.| 206 (3x5) 120 87 256 251 540) 75.3 275 406 300 | 57.6 | 360 
100 = 7.25 100 980 100 1395 100 14.76 100 | 19.20 100 
21.D. 200 3x5 300 270 155 15.7 110 211 140 372 310 493 140 


100 9,00 100 10.11 100 19.16 100 26,57, 100 | 15,90 100 


*) In jedem Versuch wurde die Marnportion vor dem Trinken des Isopropylalkohols auf Acetonfreihe: 
+) Also nicht der ganzen 24 Stunden (auBer Versuch 13 und 14). 
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hieden anfhen Tage 
nde 7. Stunde 8. Stunde 22 
» Harn MMcee Harns| Aces Harn» Aces 
meng—on menge ton menge ton 
1g ccm mg ccm mg 
45 — — — — _ | 22. u.24. Std. 
3 
‘ 100 «619 — - = | 22. u.24 Std. 
- 
— — — 2 | 22. u.24 Std 
110 42 350 7 22. u.24. Std. 
100 382 100 2 
300 B64 300 26.4 22. u.24. Std. 
100 $880 100 880 
160 83.6 yv.6.—8.Std.115 9.5 = 22.u.24.Std 
100 $2.25 100 8.26 
77 gr 79 | 58 — '— 22. u. 24. Std. 
4 ) 20 =O von 8. bis 24. Std. 
— — von 6. bis 24. Std. 
10 a) 40 43 — 22 u. 24. Std. 
& 
85 B25 — — 5 22.u.24.Std 
e 
: 
v. 6 fis 8. Std. —> 180 35 § 22.u.24Sta 
100 19,445 
160 Bs -- — — — 8/22.u.24.Std 
100 873 
270 HA9.7 130 27 ~ — 22.u.24.Std. 
100 B18 41 100 20.77 
360 B63 250 549 110 23,50) 24. Std. 
100 BIS 42 100 21.97 100 2140 
140) BY9. 70 y.7.-9. Std. 240 10,6 24. Std 
100 He .07 100 442 
iheifmit mehreren der g ten Proben untersucht. 








Schicksal des Isopropylalkohols im menschlichen Organismus. 


mginken von Isopropylalkohol *) (Stundenwerte in mg). 


halt an Aceton in je 100 ccm Harn an. 
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720 
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1940 
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350 
100 


110 
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180 
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150 
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80 
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13 

8.13 
66.1 \5 
9,18 \%. 


952.2 |= 


35.5 


19,72 


6.6 
440 
8,4 


Summe der 


wahr. 24 Std. 
ermittelten 
Einzelwertet) 


(2,5) 
(3.0) 
(6,1) 
(16,1) 
(8,5) 
(5,4) 
(15,9) 
(38,6) 
(123.5) 
(66,5) 
(76,9) 
92.5 
303.7 
(287,3) 
(24.6) 


(202,3) 


(358.6) 


(218,4) 


Am zweiten Tage 


Harn: 
menge 

ccm 

48. Std. 240 
100 

24.—45. Std. _ 
48. Std. 1040 
100 
48. Std. 300 
48. Std. 90 
24.—48, Std. L100 
955 
100 
50. Std. 175 
106 
48. Std. 150 


30* 


Ace» 
ton 


mg 


4,69 











466 H. Kemal: Schicksal d. Isopropylalkohols im menschl. Organismus. 


1. Der Isopropylalkohol wird auch beim Menschen zum Teil als 
Aceton im Harn und in der Ausatmungsluft ausgeschieden. Die Aus- 
scheidung im Harn begann in der ersten Stunde und lieB sich bei den 
gréBeren eingenommenen Mengen etwa bis zur 48. Stunde ziffernmaBig 
nachweisen. Die Ausscheidung in der Ausatmungsluft trat schon in 
der ersten Viertelstunde ein. 

2. Der Nachweis des Acetons im Harndestillat als Jodoform gelang 
noch nach Aufnahme von Isopropylalkohol in Mengen bis herab zu 
0,25 g. 

3. Die ausgeschiedenen Mengen Aceton betrugen wenige Prozente, 
bezogen auf die eingenommenen Mengen Isopropylalkohol. 

4. Die Héhe der ausgeschiedenen Mengen Aceton konnte gesteigert 
werden durch reichliche Fliissigkeitsaufnahme; mit gesteigerter Durch- 
spiilung des Organismus wurden unter den eingehaltenen Versuchs- 
bedingungen im Stundenharn bis 100 mg nachgewiesen. Wurde gleich- 
zeitig reichliche Fliissigkeit zugefiihrt, so konnte auch noch nach Auf- 
nahme von nur 0,1 g Isopropylalkohol Aceton im Harn ermittelt 
werden. — Nach Aufnahme von lIsopropylalkohol in geteilten Gaben 
trat eine Superposition der im Harn ausgeschiedenen Acetonmengen ein. 

5. Acetessigsiure konnte im Harn nicht nachgewiesen werden; 
die Acetonausscheidung nach Isopropylalkoholaufnahme diirfte ohne 
Mitbeteiligung des Stoffwechsels vor sich gehen. 

6. Der Isopropylalkohol unterscheidet sich hinsichtlich seiner 
Umwandlung im Organismus wesentlich vom Athylalkohol, der glatt 
und fast vollstandig in Kohlensiure und, Wasser verbrennt; der Iso- 
propylalkohol ist demnach hinsichtlich seiner Schicksale im Organismus 
einer besonderen Beurteilung zu unterziehen. 
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Das Dioxyphenylalanin in den Kokons des Nachtpfauenauges 
Samia cecropia L. (Saturnidae). 


Von 
Hans Przibram und Hans Schmalfub. 
Nach Versuchen von Hans-Paul Miller und Karl Spitzer. 


(Aus der Biologischen Versuchsanstalt der Akademie der Wissenschaften 
in Wien, Zoologische Abteilung, und aus dem Chemischen Staatsinstitut 
Hamburg, Universitat.) 


(Eingegangen am 15. Juni 1927.) 


Hans Przibram') hat das Vorkommen von 0-Dioxybenzolderivaten 
in Kokons der Nachtpfauenaugen (Saturnia) festgestellt. Hans Schmal- 
fuB und Hans- Paul Miiller*) haben mit Hilfe einer besonderen Mikro- 
methodik ein o-Dioxybenzolderivat, namlich Dioxyphenylalanin, aus 
den Fliigeldecken von Maikafern (Melolontha) isoliert. Deshalb war es 
aussichtsreich, in gemeinsamer Arbeit nun auch das o-Dioxybenzol- 
derivat aus Kokons zu isolieren und zu analysieren. Diese Unter- 
suchung steht auch im Zusammenhang mit den umfangreichen 
Forschungen Hans Przibrams und seiner Mitarbeiter ,, Uber die Ursachen 
tierischer Farbkleidung***). Denn das 0-Dioxybenzolderivat darf wohl 
als das Chromogen der ausgefarbten Kokons angesehen werden. Die 
Untersuchung ergab, daB das o-Dioxybenzolderivat der Kokons von 
Samia cecropia L., wie das der Maikafer, Dioxyphenylalanin ist. 


Versuche. 
Bei der lsolierung des Dioxyphenylalanins diente uns die recht 
empfindliche*) Eisenchloridreaktion als Wegweiser. 


amt, mame se 

2) Diese Zeitschr. 188, 362 bis 368, 1927. 

3) Arch. f. Entw.-Mech. 45, 1919 ff. 

4) H. SchmaljuB und H. Werner, Fermentforschung 8, 122, 1924. 
Noch lLeem einer m_ 13000 Dioxyphenylalaninlésung (gleich 0,000015 g 
in leem) gab auf Zusatz von Il cem einer 0,01°, igen Eisenchloridlésung 
eine noch wahrnehmbare Griinfarbung, die auf Zusatz von Ammoniak in 


') Diese Zeitschr. 127, 286, 1922; Arch. f. Entw.-Mech. 102, 624, 1924. 


Rot umschlug. 








468 H. Przibram u. H. Schmalfu®. 


Extraktion des Chromogens. 


Vorversuche ergaben, daB sich Wasser — nicht Methylalkohol wir 
bei den Maikafern — am besten eignete, das Chromogen aus den Kokons 
von Samia cecropia L. zu extrahieren. 


Mit Hilfe der kolorimetrischen Methode zur Bestimmung von 
o-Dioxybenzolderivaten nach O. v. Fiirth') stellten wir fest, daB beim 
Eindampfen des Kokonextraktes in der Hitze, offenbar unter dem 
Schutze von Begleitstoffen, kaum Dioxyphenylalanin verloren ging 
Deshalb arbeiteten wir in folgender Weise: Es wurden jeweils 
auf einmal etwa 200g Kokons in einem Rundkolben mit kochendem 
Wasser bedeckt?). Dann wurde noch 5 Minuten lang gekocht und darauf 
filtriert. Es wurden so aus 870 ¢ Kokons 17 Liter Extrakt erhalten 
die im luftverdiinnten Raum eingedampft wurden. Aus dem Ein- 
dampfriickstand konnte das Chromogen nun mittels 2800 cem siedenden 
Methylalkohols extrahiert werden. Die methylalkoholische Lésung 
wurde filtriert und mit dem gleichen Volumen Ather versetzt. 

Die niedergeschlagenen Begleitstoffe wurden abfiltriert. Dann 
wurde das Filtrat im luftverdiinnten Raum eingedampft. Der Riickstand 
wurde mit so wenig Wasser ausgezogen, wie zur Lésung des Dioxy- 
phenylalanins ausreichte. Wenige Tropfen des klaren Filtrats farbten 
sich mit Eisenchlorid stark griin. Die Farbe schlug auf Zusatz von 
Natriumearbonatlésung in Rot um. 


Tsolierung des Chromogens als Carbonat. 


Das Dioxyphenylalanin wurde in genau der gleichen Weise, wie es 
in der Arbeit von Hans SchmalfuB und Hans- Paul Miiller*) angegeben 
ist, als Carbonat mit Hilfe von Phosgen isoliert. 

Das Carbonat fiel als volumindéser hellgelber Niederschlag aus. 
Die Ausbeute betrug etwa 0,8 g. Da die Fallung fast quantitativ verlief, 
darf der Gehalt der Kokons an Dioxyphenylalanin auf etwa 0,1°, 
geschatzt werden. 

Nach dem Trocknen wurde das Carbonat pulverisiert und mittels 
Wasser, Alkohol und Ather quantitativ ausgewaschen. Das Produkt 
war nahezu farblos und hinterlieB bei der Verbrennung keine Asche. 


Das Carbonat zersetzte sich, ebenso wie das synthetische Carbonat 
der 1-8-3, 4-Dioxyphenyl-a-aminopropionsaure, bei 206°. Auch ein 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 29, 116, 1900; Hofmeisters Beitr. 1, 244, 
1902. 

2) Um eventuell vorhandene st6érende Fermente unschadlich zu machen. 

3) Diese Zeitschr. 183, 366ff., 1927. 
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Dioxyphenylalanin in den Kokons des Nachtpfauenauges. 469 


Gemisch dieser beiden Substanzen zersetzte sich bei derselben Tem- 
peratur?). 
Elementaranalyse. 


I. 0,005146 g Substanz: 0,010133 g CO,, 0,001930g H,O. 


Il. 0,005276 g - 0,010386 g CO,, 0,001920 ¢ H,O. 

Ill. 0,006881 ¢ °” 0,363 com N, (16°, 777 mm). 
IV. 0,012076¢ ss 0.634 .. HN, (10, T76 ., ). 
Berechnet fiir Dioxyphenylalanincarbonat C,)H,O,N: 
C 53,80° H 4,07° N 6,28° 

Gefunden: I. C 53,71°, H 4,20° 

Il. C 53,69° H 4,07° 
Iil. N 6,37% 
EV. N 6,33° 


Molekulargewichtsbestimmung. 
{Im Depressimeter nach Eykman*)]. 
I. 0,0096 g Substanz in 2,5874g Phenol. Depression 0,124°. 
Il. 0,0088 g os » 2,3928 g - - 0,125°. 


Berechnet: 223. Gefunden: I. 215.4, II. 211,38. 


Der Konstitutionsbeweis wurde in derselben Weise wie in der 
friiheren Arbeit*) durchgefiihrt, nimlich durch Abbau zu Protocatechu- 
siure, Verseifung des Carbonats zu o-Dioxyphenylalanin und Nachweis 
der a-Stellung der Aminogruppe durch die Reaktion von 2. Waser und 
E. Brauchli*). 

Ergebnis. 

Aus den Kokons des Nachtpfauenauges Samia cecropia L. wurde 

3, 4-Dioxyphenylalanin, ein Pigmentbildner, isoliert. 


1) Wegen der sehr erheblichen Schwankung der Lage der Zersetzungs- 
punkte je nach der Art des Erhitzens wurden Zersetzungspunkte und 
Mischzersetzungspunkte stets nebeneinander im gleichen Bad _ bestimmt. 

2) Houben, Die Methoden der organischen Chemie 1, 931, 1925, 
Thieme, Leipzig. 

8) Diese Zeitschr. 188, 362ff., 1927. 

*) Helv. 7, 481, 1925. 














Uber Leichenwachs. 


Von 
S. Goy (Kénigsberg i. Pr.). 
(Aus dem Untersuchungsamt der Landwirtschaftskammer fiir OstpreuBen.) 


(Eingegangen am 20. Juni 1927.) 


In Band 131, Heft 1/2 dieser Zeitschrift wurde von uns iiber die 
eingehende chemische Untersuchung von Leichenwachs _berichtet, 
welches von zwei verschiedenen Leichen stammte. Inzwischen ist noch 
das Leichenwachs einer dritten Leiche in gleicher Weise untersucht 
worden. Um die Verinderungen kennenzulernen, welche mit den 
Leichenwachsen frischem Leichenfett gegeniiber vor sich gehen, wurde 
auch eine Probe Menschenfett in derselben Weise untersucht. Uber 
die chemischen Konstanten gibt folgende Zusammenstellung eine 
Ubersicht : 





\ 
Leichenwachs 
Leichenfett ¥ VD cia ae — — 
1 2a 2b 3 

Ammoniak . . eae — 018% - _ 0.45%, 
Refraktometerzahl des 

Fettes b. 40 . 2... 50,4 32.5. 31,7 31,8 nicht flissig 
Verseifungszahl . . . .. 200,2 225,7 231,1 229,3 198.5 
Saurezahl. . - 8.4 194.9 163.8 163.1 186.1 
Reichert-Meips 1. Zahl . i 13 13.62 12.38 12,77 1,47 
Jodzahl. ... 69.6 56.9 57.6 58.3 403 


Olsaure aus der Jodzahl be Pr. 774% 63.2 °,% 64,1 °, 64.9 45% 
Mittleres Molekulargewicht 

der Gesamtfettsiure . . 289.1 246.7 230.3 232.2 277 
Mittleres Molekulargewicht 

der wasser!l jslichen fliich- 

tigen Fettsaure . . 128.3 118.6 124,7 128.4 130 
Mittleres Molekulargewic sht 

der wasserunlisl. fliich- 

tigen Fettsiure .. . . 193.1 205.5 309 317 246 


Die Leichenwachse 1, 2a und 2b sind bereits in dem angefiihrten 
Aufsatz beschrieben, das Leichenwachs 3 und das Leichenfett sind nach 
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Ss. Goy: Uber Leichenwachs. 471 


genau denselben Methoden untersucht worden wie die schon be- 
schriebenen Proben. 

Aus der Zusammenstellung geht hervor, daB die wichtigste Ver- 
anderung der Leichenwachse gegeniiber dem frischen Fett eine auBer- 
ordentliche Zunahme der freien Fettsauren ist. Diese ist in allen Fallen 
zu beobachten, auch Tschirch und Mitarbeiter (Referat in der Siid- 
deutschen Apothekerzeitung Nr. 85, 1926) finden eine solche als die 
hervorstechendste Verdnderung des Leichenwachses. Aus der hohen 
Saurezahl ergibt sich, daB bei der Leichenwachsbildung die Glyceride 
der Fettsiuren, die ja die Fette sind, aufgespalten werden. Da Glycerin 
wasserléslich ist, ist sein alsbaldiges oder spiteres Verschwinden er- 
klarlich. Neben dem Ansteigen der freien Fettsiuren geht eine Ver- 
ringerung der Jodzahl einher. Das zeigt an, daB eine Verschiebung der 
Menge der ungesiittigten Fettsiuren — Olsiure — zugunsten der ge- 
sittigten Fettsiuren, die ja kein Jodaufnahmevermégen mehr besitzen, 
einhergeht. Unsere Beobachtungen stimmen auch hier mit den schweizeri- 
schen Beobachtungen iiberein. Ob allerdings sich diese Verringerung 
der Olsiure nur aus ihrer Hydrisierung erkléren laBt, oder ob die 
Olsaiure als bei gew6hnlicher Temperatur fliissig leichter aus dem Fett 
abflieBt oder ausgespiilt wird und die harteren Fettsauren tibrigbleiben, 
geht dabei nicht mit Sicherheit hervor. Die Abnahme der Olsiure ist 
jedenfalls sehr erheblich. DaB auch sonst ein Umbau der Fettsauren 
vorkommt, zeigt die Reichert-Meifl-Zahl, die stark erhéht werden 
kann, so daB sie auf den halben Wert von Butter kommt, wéhrend sie 


im frischen Fett nur sehr gering ist. 











Notiz iiber die quantitative Bestimmung 
von Diacetyl und Acetylmethylearbinol. 


Von 
C. B. van Niel. 
(Aus dem Laboratorium fiir Mikrobiologie der Technischen Hochschuk 


in Delft, Holland.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1927.) 


Das Acetylmethylearbinol (Dimethyl-ketol, C H,C HOHCOC H, 
als Produkt des bakteriellen Stoffwechsels hat in der letzten Zeit 
mehrfach Beriicksichtigung gefunden. 

Zuerst wurde dieser Stoff von Harden und Walpole!) bei der Zucker 
vergarung durch B. lactis aerogenes nachgewiesen und spater als die Ursache 


der Voges-Proskauerschen Reaktion erkannt, die eine tiberaus wichtige 


Rolle bei der Differentialdiagaose zwischen B. coli und B. aerogenes spielt. 
Seitdem hat man dieses Produkt auch bei vielen anderen Giarungsprozessen 
angetroffen. Es sei hier nur erinnert an das Auftreten von Acetylmethy|- 
carbinol (Acetoin) 1. bei der Garung der Hefe in acetaldehydhaltiger Lésung *) ; 
2. 
durch Aerobac. polymyxa *);3. bei der Zuckervergérung durch Hefe und durch 
heterofermentative Milchséiurebakterien, wenn die Fliissigkeit wahrend 
der Garung stark durchliiftet wird‘); 4. im Garungsessig®). Die Visser 
*t Hooftsche Untersuchung wurde Anleitung, daB im Niederlandischen 
..Azijnbesluit***) die Anwesenheit des genannten Stoffes in bestimmten 
Essigarten gefordert wird. 


1) A. Harden und G. S. Walpole, Proc. Roy. Soc., Ser. B, 77, 399, 1906. 

*) C. Neuberg und E. Reinjurth, diese Zeitschr. 148, 553, 1923. 

8) H. J. L. Donker, Tijdschr. v. Vergel. Geneesk. 9, 1 (VII), 1924; 
Bydrage tot de kennis der boterzuur-, butylalcohol- en acetongistingen. 
Diss. Delft 1926. 

#) A. J. Kluyver und H.J. L. Donker, Kon. Akad. v. Wetensch. 33, 
915, 1924; A.J. Kluyver, H. J. L. Donker und F. Visser ’t Hooft, diese 
Zeitschr. 161, 361, 1925; G.Gorr und G. Perlmann, ebendaselbst 174, 425, 
1926. 

5) F. Visser ’t Hooft, Chem. Weekblad 22, 272, 1925; Die deutsche 
Essigind. 29, Nr. 35 und 36. 

6) Staatsblad van het Koninkr. der Nederlanden Nr. 214, 26. Juni 1926 


unter den normalen Stoffwechselprodukten bei der Zuckervergirung 
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B. van Niel: Bestimmung von Diacetyl u. Acetylmethylearbinol. 473 


In den genannten Fillen wurde das Acetylmethylearbinol meistens 
mittels der urspriinglichen oder abgednderten Lemoigneschen Reaktion 
nachgewiesen. Diese Methode, welche den Nachweis von ganz geringen 
Mengen dieser Substanz gestattet!), gibt aber bei den beschriebenen 
Ausfiihrungen keineswegs quantitative Ausbeuten, wie ein orientierender 
Versuch ergab. Ich habe deshalb den Chemismus dieser Reaktion 
etwas naher studiert, mit dem Zwecke, die Bedingungen kennenzu- 
lernen, unter denen eine quantitative Uberfiihrung von Methylacety|- 
carbinol in das Nickeldimethylglyoxim erfolgt. 

Bekanntlich kann man die Lemoignesche Reaktion in die folgenden 
Stufen zerlegen: 

1. Oxydation des Acetylmethylearbinols mittels FeCl, zu Diacetyl. 

2. Uberfiihrung des Diacetyls in Dimethylglyoxim. 

3. Fallung des Dimethylglyoxims als Nickelsalz. 

Betrachten wir zunichst die dritte Stufe. 

In der anorganisch-chemischen Analyse wird diese Reaktion 
benutzt zur quantitativen Bestimmung des Nickels. Inwieweit aber 
die Reaktion auch umgekehrt zu verwenden wire zur quantitativen 
Bestimmung des Dimethylglvoxims, war mir nicht bekannt. Deshalb 
stellte ich einige Versuche an mit durch Umkristallisieren aus Alkohol 
gereinigtem Dimethylglyoxim, welches im Vakuum iiber Schwefel- 
siure getrocknet war. Eine abgewogene Menge der, Substanz wurde 
versetzt mit 2ccem 10° ,igem NiCl,, 3cem 20° ,igem Na-Acetat und 
25ecem H,O. Die Fliissigkeit wurde zum Sieden erhitzt, wahrend 
einiger Minuten aufgekocht und dann durch einen gewogenen G¢ilas- 
filtertiegel (Schott G. 3 5/7) filtriert, mit heiBem Wasser gewagchen 
und bei 110°C getrocknet. Das eindeutige Resultat dieser Versuchs- 
serie war, daB Dimethylglyoxim unter diesen Umstanden quantitativ 
als Nickelsalz ausfallt. (Vgl. Tabelle 1). 


1) Die empfindlichste Ausfiihrung dieser Reaktion besteht darin, da 
man die Acetylmethylearbinol enthaltende Fliissigkeit nach Zufiigung von 
FeCl, langsam destilliert und das Destillat auffangt au/ einer Mischung von 
Hydroxylaminchlorid-Natriumacetat -Nickelchloridlésung. Wenn man die so 
erhaltene Fliissigkeit, die aus zweischarf get rennten Schichten besteht, lingere 
Zeit sich selbst iiberl4Bt, so entsteht bei Anwesenheit von ganz mini- 
malen Mengen des Carbinols ein aus den typischen dichroitischen Nadeln 
des Nickeldimethylglyoxims zusammengesetzter Ring. Diese Anordnung 
gibt manchmal eine deutlich positive Reaktion, wenn die von Aluyver, 
Donker und Visser ’t Hooft vorgeschlagene Ausfiihrung auf ein Fehlen 
dieses Stoffes schlieBen laBt. Bisweilen kann man ein positives Ergebnis 
im letzten Falle auch noch herbeifiihren, wenn man das Reaktionsgemisch 
mehrere Minuten im Sieden beliBt. Die ,,Ringreaktion’ ist aber doch 
wesentlich empfindlicher. 
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Tabelle I. 





Gewicht N 
Abgowogene Menge ewicht des Nickelsalzes 


Dimethylglyoxim Gefunden Berechnet _ 
mg mg mg 
115.8 142.6 143.0 
83.7 103.3 103.8 
119.5 147,0 148.0 
111.5 138.2 138.4 
96.4 119.5 119.7 


An zweiter Stelle wurde nun untersucht, inwieweit eine quantitative 
Uberfiihrung des Diacetyls in Dimethylglyoxim herbeizufiihren sein 
wiirrde. Zu diesem Zwecke wurde zuerst als einfache Methode die 
Titration der bei der Reaktion frei gewordenen Salzsiure gewahlt!). 

428.1 mg einer konstant bei 88°C siedenden Fraktion des 
Kahlbaumschen Praparats wurden zu 50 ccm mit H,O verdiinnt. Von 
dieser Lésung kamen jedesmal 5ccm zur Verwendung. Die benutzte 
20°, ige Hydroxylaminchloridlésung war vorher genau auf Methyl- 
orange neutralisiert. 

5eem der Diacetyllésung wurden mit wechselnden Mengen 
Hydroxylaminchlorid versetzt und in gut verschlossenen Kélbchen bei 
Zimmertemperatur stehengelassen. Der EinfluB einer Temperatur- 
steigerung wurde untersucht durch eine Erwirmung auf 60° C wahrend 
einer Viertelstunde (Versuch 2, Tabelle Il) oder wahrend langerer Zeit 
(Versuch 5, Tabelle 11). Aus den Zahlen der Tabelle I] kann man 
schlieBen, daB die Reaktion zwischen Diacetyl und Hydroxylamin 
bei gewéhnlicher Temperatur sehr langsam vor sich geht, und daB eine 
Temperatursteigerung, wie dies auch zu erwarten war, beschleunigend 
wirkt. 


Tabelle 11. 





NH,.OH com n/10 NaOH nach 
Nr. .HCl  Temperatur _ ie Ea — sat aes 
ccm °C tL, Std. 1 std. 2 Std. 4 Std. 5 Std. | 7 Std. 10 Std. 20 Std. 
l 1 16 - _ 635 785 805 840 890 9,05 
"— ‘ 
2 {| */q Std. 60, |) — | 7,70 | 850 | 860 875 | 8.90 | 9,05 
| nachher 16 || 
3 2 16 — — 7.40 890 9.00 920 — _ 
4 3 16 — — 8.15 9.15 9.25 9.30 ane —_ 
5 5 60 8.65 9,25 | 9,30 — —_ _ — _ 


Die theoretische Menge ist 10,0 cem. 


1) Vel. die Acetonbestimmung von .W. Marasco, Ind. a. Eng. Chem. 
18, 701, 1926. 
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Dieser Versuch versprach gute Resultate beim Arbeiten bei 
héherer Temperatur, wahrend gleichzeitige Zufiigung einer Puffer- 
lésung, wie z. B. Natriumacetat, auf Grund theoretischer Uberlegungen 
angebracht schien. 

Es wurde dann ein Versuch angestellt, wobei wechselnde Mengen, 
sowohl der Hydroxylaminchloridlésung wie auch der Natriumacetat- 
léisung, zur Verwendung kamen. Es stellte sich heraus, daB in den 
Kélbchen, welche nach gutem VerschluB mit Gummistopfen wahrend 
einer Stunde bei 75 bis 80°C gehalten wurden, ein Auskristallisieren 
des gebildeten Oxims stattfand, das schwer wieder in Lésung zu bringen 
war und unter Umstanden einen bedeutenden Verlust verursachen 
konnte, weil die feinen, farblosen Kristallchen leicht tibersehen werden 
kénnen. Deshalb wurde dazu iibergegangen, das Nickelchlorid gleich- 
zeitig mit den iibrigen Reagenzien zuzufiigen. Es gelingt leicht, den 
deutlich erkennbaren roten Niederschlag quantitativ auf das Filter 
zu spiilen. Eine ganz geringe Menge, welche bisweilen fest an der Glas- 
wand haften bleibt, kann man in einem Tropfen verdiinnter Salz- 
siure lésen und dann mit tiberschiissigem Natriumacetat wieder aus- 
fallen. Eine Vergleichsserie, in der Weise angestellt, daB zu einem Teil 
der Kélbchen direkt die Nickelchloridlésung zugefiigt wurde, bei dem 
anderen Teil diese Zugabe erst nach Beendigung der Dimethylglyoxim- 
bildung erfolgte, ergab in beiden Reihen genau dasselbe Resultat. 

Fiir die weiteren Vérsuche wurde Diacetyl benutzt, welches nach der 
Methode von Diels und Stephan') hergestellt worden war. Es wurden zuerst 
einige Versuche angestellt, um zu ermitteln, welche Temperatur die besten 
Ausbeuten lieferte und wieviel Zeit die Reaktion zur Beendigung in Anspruch 
nehmen wiirde. Als Beispiele seien nachfolgende Zahlen angefiihrt 
(Tabelle III). 

Tabelle 111. 
Das Diacety! (fiir jeden Versuch: 58 mg) wurde in 25 cem H,O mit 3 cem 
20°. iger NH,OH . HCl, 5cem 20°, igem Na-Acetat und 2cem 10°, igem 
NiCl, versetzt. 





Gewicht des 


Nr. Bedingungen Ni-Salzes 
mg 
1 1/, Stunde bei 60° 72.7 
2 ie = . 60° 84.6 
3 1 ‘ , 60° 91.1 
4 M4 9 » tor 93.2 
5 le « , 80° 95.3 
6 . « , 80° 97.0 
7 os. » 90° 96.9 


Berechnet 97,3 mg. 


1) Diels und Stephan, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4337, 1907 
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Aus diesem Versuch geht hervor, daB man fiir eine schnelle Bx 
stimmung am besten die Temperatur bis auf etwa 80°C steigert und 
die Einwirkung etwa 1 Stunde dauern 14Bt. Man bekommt in diesem 
Falle eine quantitative Ausfallung des Diacetyls als Nickeldimethyl- 
glyoxim. 

Aus spateren Versuchen ging hervor, daB die Konzentration de: 
Reagenzien zwischen ziemlich weiten Grenzen schwanken kann. Am 
besten nimmt man auf etwa 100mg Diacetyl: 


2ccm NH,OHHC! (20°. ige Lésung), 


3bis5 ,, Na-Acetat . i o- h 
tan Bw mate [oe ws «de 


SchlieBlich wurde noch untersucht, ob sich das Acetylmethy]l- 
carbinol durch einfache Destillation mit FeCl, quantitativ in Diacety| 
iiberfiihren J4Bt. Das Ausgangsprodukt wurde durch Reduktion des 
Diacetyls hergestellt') und kam sogleich nach der Destillation zur Ver- 
wendung. Einige Tropfen des Destillats wurden in einer vorher gewogenen 
Menge Wasser aufgefangen, das Gewicht des Acetylmethylearbinols 


Tabelle 1V. 


50 ccm der Acetylmethylearbinollésung enthalten 0,6182 g dieser Substanz. 





‘ Gewicht des Nickel- 
dimethylglyoxims 
Nr. Zusammenstellung der Destillationsflissigkeit or 
Gefunden Berechnet 
mg mg 
1 2cem der Losung + 50cem H,O + 5cem 
OE és ok ee we Oe & ee 39,1 40.5 
2 3cem der Lisung + 50 cem H,O + 5cem 
ER cid a a: Sat nt Sa Aa ee 59,2 60,8 
3 5cem der Lisung + 50cem H,O + 5cem 
Pee GS ka eek a Se eA es eS 98,7 101.4 
4 3ecem der Lésung + 50cem Hefenwasser 
eo ee et 58,3 60,8 
5 5ecm der Lésung + 50 cem Hefenwasser 
+ 50cem 20% FeCl ......... 990 | 1014 
6 3ccm der Lésung + 2%ige Peptonlésung 
+ 50 ccm 20% FeCl ......... 58.5 60,8 
7 5cem der Lésung + 2°,ige Peptonlésung 
+00 Omm Bem POC. nt tet et 98,9 101,4 


') Diels und Stephan, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 40, 4336, 1907. 
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durch nochmalige Wagung ermittelt, die Lésung auf ein bekanntes 
Volumen gebracht, und dann wurden wechselnde Mengen dieser Lésung 
einer Destillation mit FeCl, unterworfen. Die Destillation wurde 
so lange fortgesetzt, bis etwa drei Fiinftel des Volumens tibergegangen 
waren, und das Destillat wurde aufgefangen in der Hydroxylamin- 
Natriumacetat-Nickelchloridlésung. Dann wurde das Kélbchen auf die 
iibliche Weise verschlossen und wahrend 1 Stunde im Wasserbad bei 
80 bis 90°C untergetaucht gehalten. Aus diesen Versuchen laBt sich 
schlieBen, daB auf die beschriebene Weise eine quantitative Bestimmung 
des Acetylmethylearbinols mit fiir die meisten Zwecke hinreichender 
Genauigkeit méglich ist, auch wenn dieses Produkt nicht in rein 
wisseriger Lésung vorliegt (Tabelle IV). 


Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode beschrieben, die eine quantitative Bestimmung 
von Diacetyl und Acetylmethylearbinol mit hinreichender Genauigkeit 
gestattet. 

Zur Bestimmung des Diacetyls wird die betreffende Fliissigkeit, 
welche vorzugsweise schwach sauer reagieren soll, langsam destilliert 
und das Destillat aufgefangen in einer Mischung, welche fiir je 100 mg 
Diacetyl etwa 2cem 20°, iger Hydroxylaminchlorid-, 3 bis 5 ccm 
20°, iger Natriumacetat- und | bis 2 cem 10°, iger NiCl,-Lésung enthalt. 
Wenn ungefahr drei Fiinftel der urspriinglichen Fliissigkeit ab- 
destilliert sind, wird das Kélbchen mit dem Destillat verschlossen 
und waihrend 1 Stunde in einem Wasserbad, das auf einer Temperatur 
von 80° © gehalten wird, untergetaucht. Dann ]aBt man etwas abkiihlen, 
damit der Uberdruck herabgesetzt wird, und spilt nach dem Offnen 
den Niederschlag, welcher sehr leicht filtrierbar ist, auf ein gewogenes 
Filter. Sehr gut haben sich die Schottschen Glasfiltertiegel G3 5/7 
bewahrt. Nach dem Auswaschen mit heiBem Wasser wird bei 110°C 
getrocknet. 


Gewicht des Diacetyls 0.596 =~ Gewicht des Niederschlags. 


Fiir die Bestimmung des Acetylmethylearbinols verfahrt man in 
der gleichen Weise, nur wird vor dem Abdestillieren ein UherschuB 
an FeCl, zu der Fliissigkeit augegeben. 


Gewicht des Acetylmethylcarbinols 0.610 ~« Gewicht des Niederschlags. 


Wenn ein Gemisch von Diacetyl und Acetylmethylearbinol vor- 
liegt, so fiihrt man am besten zwei Bestimmungen aus, die eine ohne, 
die zweite mit FeCl,. Aus der Differenz laBt sich dann die Menge der 
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beiden Stoffe leicht berechnen. Diese Methode ist genauer als ein 
Bestimmung des Acetylmethylearbinols nach vorheriger Abdestillatio: 
des Diacetyls, weil das Acetylmethylearbinol ebenfalls fliichtig § is: 
so daB ein Teil desselben schon bei der Destillation ohne FeCl, mit 
iibergeht. Weil das Acetylmethylearbinol aber bei der spiteren Ver 
arbeitung nicht in ein unldésliches Produkt iibergefiihrt wird, so wird 
die Diacetylbestimmung durch eine geringe Menge des Carbinols nicht 
beeinfluBt. 


Zum SchluB méchte ich Herrn Professor Dr. A. J. Kluyver fiir sei 
dauerndes Interesse auch an dieser Stelle meinen herzlichen Dank aus- 
sprechen. 
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Uber den Stoffwechsel der Leucocyten. 


(Bemerkungen zu der Arbeit von W. Fleischmann und F. Kubowitz, 
diese Zeitschr. IS1, 395, 1927.) 


Von 
A. Bakker, Ginneken (Niederlande), 


damaliger Assistent am Physiologischen Institut Groningen. 


(Eingegangen am 27. Juni 1927) 
geg 


Die Verfasser, welche meine Resultate') betreffs Atmung und Anoxy 
biose der weiben Blutzellen mit dem Warburgschen manometrischen 
Verfahren nachpriiften, kuunten gleichfalls eine starke anoxybiotische 
Milchsaurebildung feststellen. Sie teilen dabei jedoch mit, daB sowohl die 
Atmung als die Gairung weitaus gréBer sind als die von mir mitgeteilten 
Werte, die Atmung rund zehnfach gréBer. Durch aubere Verhaltnisse habe 
ich von dieser Arbeit erst jetzt Kenntnis nehmen kénnen; um mdgliche 
weitere MiBverstandnisse und Fehlschliisse vorzubeugen, sei mir eine kurze 
Berichtigung in dieser Zeitschrift gestattet. 

Der groBbe Unterschied zwischen den von mir und von den genannten 
Autoren mitgeteilten Werten ist nur ein scheinbarer und riihrt davon her, 
dab die Verfasser ihre Zahlen auf Milligramm Trockensubstanz berechnen: 
meine Werte jedoch pro Kubikmillimeter (also nahezu pro Milligramm) 
lebendiger Substanz gelten. Wenn man dem Rechnung tragt, so sieht man, 
daB die Werte, wenn auch nach verschiedener Methodik erhalten, ziemlich 
gut iibereinstimmen. 

Die betreffenden Verhaltnisse zwischen Atmung und Milchsdure 
bildung wurden von mir wiederholt in iibereinstimmender Weise festgestellt. 
Dazu bedenke man, daB die Werte fiir die Anoxybiose, wie ich dieselben 
mit der tononn «t.schen Methode fand, allem Anschein nach noch ein wenig 
zu niedrig sind, erstens infolge des bekannten Mangels der Kroghschen 
Mikrogasanalyse betreffs der Kohlenséiurebestimmung, zweitens, weil 
vielleicht bei der allmahlich erhéhten Kohlenséiurespannung letztere nicht 
mehr genau der anoxybiotischen Milchséurebildung folgt. 

Es kann denn auch kein Zweifel daran bestehen, dali die weiben Blut 
zellen Verhaltnisse aufweisen, wie sie von Warburg urspriinglich als lediglich 
fiir ungeordnet wachsende Tumorzellen spezifisch betrachtet wurden 


') Dissertation, Groningen 1926; Arch. Neerland. de Physiol. 11, 234, 


1926. 
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Uber den Stoffwechsel der Leucocyten. 


Erwiderung auf vorstehende Notiz. 


Von 


Otto Warburg. 


(Eingegangen am 28. Juni 1927.) 


Die Zahlen von Bakker sind folgende: 

Seite 61 seiner Arbeit'), 1000cmm Leucocyten verbrauchen in 
4 Stunden 320cmm Sauerstoff. Also verbraucht 1 cmm Leucocyten 
pro Stunde 0,08 cmm Sauerstoff oder 1 mg Leucocyten (Trockensubstanz) 
rund viermal soviel, das ist 0,32 cmm Sauerstoff. 

Seite 70 seiner Arbeit!), 200cmm Leucocyten verbrauchen in 
21, Stunden 43 cmm Sauerstoff. Also verbraucht 1 emm Leucocyten 
pro Stunde 0,086cemm Sauerstoff oder Img Leucocyten (Trocken- 
substanz) rund viermal soviel, das ist 0.34 cmm Sauerstoff. 

Wir finden*), daB die Exsudatleukocyten pro Stunde und Milli- 
gramm Trockensubstanz, nicht 0.3, sondern 4 bis 5cmm Sauerstoff 
verbrauchen. Der Unterschied zwischen Bakkers Werten und den 
hier gefundenen ist also kein scheinbarer wie Bakker annimmt, 
sondern ein wirklicher. Der Fehler in Bakkers Messungen betrigt 


rund 1000°,. 


‘) Dissertation, Groningen 1926. 
2) W. Fleischmann und F. Kubowitz, diese Zeitschr. 181, 395, 1927. 























Uber die enzymatische Umwandlung von Hexose-di-phosphat 
in Hexose -mono- phosphorsdure-ester und die enzymatische 
Synthese von Hexose-di-phosphat aus Hexose-mono-phosphat. 


Von 
(. Neuberg und J. Leibowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Das Hexose-di-phosphat hat wiederholt als Substrat fiir enzy- 
mologische Versuche gedient. Schon A. Harden und W.J. Young 
haben gefunden, daB diese Substanz durch ein in der Hefe vorhandenes 
Ferment in Zucker und anorganisches Phosphat zerlegt wird'). Sie 
haben diese Beobachtung zur Grundlage ihrer bekannten Theorie 
gemacht, gemaB der bei der alkoholischen Zuckerspaltung von zwei 
in Reaktion tretenden Zuckermolekiilen das eine di-phosphoryliert 
und das andere gleichzeitig vergoren wird; darauf soll der Hexose- 
di-phosphorséure-ester wieder vollkommen de-phosphoryliert werden 
und sein Zuckeranteil von neuem in den KreisprozeB der baftigen 
Vergirung, der Phosphatbindung sowie der nachfolgenden Phosphat- 
ablésung gelangen. Auch in anderen Zellarten') sind Phosphatasen 
nachgewiesen, die auf das Hexose-di-phosphat eingestellt sind, z. B. in 
Pflanzensamen, in Blattern, in Bakterien sowie in den Organen und 
Gewebsfliissigkeiten des Tierkérpers. 

In Untersuchungen iiber die rein chemische Hydiolyse der Hexose- 
di-phosphorsaure, die der eine von uns (Neuberg) vor langerer Zeit 
ausgefiihrt hat?), ist gezeigt worden, daB die beiden Phosphorsaure-reste 
eine verschiedene Haftfestigkeit im Molekiil des Hexose-di-phosphats 
besitzen. Auf Grund dieser Tatsache war es méglich, eine partielle 
De-phosphorylierung des Hexose-di-phosphats zu einem bis dahin 
unbekannten Hexose-mono-phosphorsaure-ester durchzufiihren®). Auch 
dieser durch kiinstlichen Abbau des Di-phosphats gewonnene Mono- 
phosphorsaure-ester ist dem enzymatischen Zugriff noch zuganglich. Es 


1) Literatur s. bei C. Neuberg und E. Simon, ,,Phosphatasen™ in Abder- 
haldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., Abt. IV, Teil 1, 8. 615, 1927. 
2) C. Neuberg, diese Zeitschr 88, 432, 1918. 
31* 
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hat sich ergeben, daB er durch tierische') wie pflanzliche?) Phosphatase 
zerlegt wird. 

Nach allen unseren Kenntnissen tiber den Verlauf enzymatischer 
Prozesse durfte man annehmen, wie es schon in der Mitteilung von 
M. Tomita (|. ¢.) aus dem hiesigen Institut ausgesprochen worden ist. 
daB auch die biologische Entfernung von Phosphorsiure aus dem 
Di-phosphat in Absatzen vollzogen wird, d.h. daB nicht die beiden 
Phosphorséure-reste gleichzeitig von dem Enzym in Freiheit gesetzt 
wiirden. Hiergegen sprach ja bereits unsere erwahnte, bei der rein 
chemischen Aufspaltung gemachte Erfahrung. Auffallenderweise finden 
sich aber keine experimentellen Hinweise unter den zahlreichen 
Daten iiber die enzymatische Zerlegung des Hexose-di-phosphorsaure- 
esters, die auf die Méglichkeit seines partiellen fermentativen Abbaues 
hindeuten. In der Kohlenhydratreihe ist wiederholt mit Erfolg bei 
einfacheren Gebilden durch geeignete Wahl des biologischen Kata- 
lysators eine gestufte Hydrolyse an der Verbindungsstelle zwischen 
dem Kohlenhydratanteil und einem angefiigten anorganischen Rest 
erreicht worden, so bei der Rohrzucker-phosphorsaure, die sich unter 
Erhaltung des Saccharose-komplexes durch tierische Phosphatase 
de-phosphorylieren laBt *), wihrend umgekehrt durch ein Hefen-enzym 
die Spaltung in Fructose und Glucose-phosphorsaure durchfiihrbar 
ist*). Da, wie bemerkt, die Taka-Diastase eine sehr kriftige Phosphatase 
beherbergt, so haben wir zunachst mit diesem Enzym die partielle 
De-phosphorylierung des Hexose-di-phosphats yversucht und sie tat- 
sichlich verwirklichen kénnen. 

Fiir diese Zwecke war es notwendig, ein garantiert reines und 
zugleich gut lésliches Salz der Hexose-di-phosphorsdéure zu verwenden; 
ein solches Material liegt in dem Magnesiumsalz vor, das man aus dem 
unléslichen und einheitlichen Caleiumsalz des Hexose-di-phosphats 
nach der Vorschrift von C. Newberg und S. Sabetay®) bereiten kann. 
Die Benutzung dieses Produktes bietet noch den diuBerlichen Vorteil, 
die eintretende Phosphatablésung an der schnell einsetzenden Ab- 
scheidung von schwerléslichem Magnesiumphosphat beobachten zu 
kénnen. 

Unterbricht man nach 24 bis 72 Stunden die Einwirkung des 
Ferments, so ist festzustellen, daB neben unverandertem Hexose- 
di-phosphat und abgespaltenem anorganischen Phosphat ein Mono- 


') M. Tomita, diese Zeitschr. 131, 170, 1922. 

2) J. Noguchi, ebendaselbst 148, 190, 1923; Y. Takahashi, ebendaselbst 
146, 161, 1923. 

3) C. Neuberg und M. Behrens, ebendaselbst 170, 254, 1926. 
4) ©. Neuberg und S. Sabetay, ebendaselbst 162, 479, 1925. 


5) Dieselben, ebendaselbst 161, 240, 1925. 
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phosphorséure-ester in Lésung ist. Der Nachweis laBt sich in einfacher 
Weise dadurch erbringen, daB man in der Siedehitze mit Calciumacetat 
behandelt, wodurch praktiseh aller unverinderter Hexose-di-phosphor- 
siure-ester ausfallt und die in der Fliissigkeit befindlichen freien 
Phosphationen zugleich entfernt werden. Engt man die von den un- 
léslichen Calciumsalzen abfiltrierte Fliissigkeit ein und fallt sie alsdann 
mit Bleiessig, so geht in den Niederschlag neben Resten von Di-phosphat 
ein basisches Bleisalz des Mono-phosphorséure-esters hinein. Die 
abzentrifugierte und ausgewaschene Bleifallung liefert nach der Zer- 
legung mit Schwefelwasserstoff und Vertreibung des gelésten Gases 
eine saure Fliissigkeit, aus der man durch genaue Neutralisation mit 
Baryt nunmehr eine Lésung gewinnt, die nach dem Einengen durch 
Aufkochen von noch vorhandenen Spuren hexose-di-phosphorsauren 
Bariums sowie anorganischen Phosphats leicht befreit werden kann. 
Durch Wiederholung der Bleifallung wird die Reinigung des Mono- 
phosphorsiure-esters vervollstaindigt. SchlieBlich wird das in Wasser 
leicht lésliche Bariumsalz des Mono-phosphorsaure-esters durch Alkohol- 
zugabe niedergeschlagen und durch Umfallung in analysenreinem 
Zustande gewonnen. 

Im Verlaufe der Operationen kann man sich von dem Vorhanden- 
sein des Hexose-mono-phosphats leicht dadurch tiberzeugen, da nach 
der ersten Bleifallung im Filtrat der durch Calcium- oder Bariumacetat 
vom Di-phosphat befreiten Fliissigkeit sich in reichlicher; Menge ein 
Kérper befindet, dessen leicht lésliches Bariumsalz Phosphor in 
organischer Bindung enthailt und zugleich Fehlingsche Mischung 
reduziert. 

Die als Bariumsalz isolierte Hexose-mono-phosphorsaure erweist 
sich nach Drehung und Eigenschaften als identisch mit dem durch 
gemaBigte Saurehydrolyse aus Di-phosphat gewonnenen Newbergschen 
Ester. Auch das aus dem Bariumsalz bereitete kristallisierte Strychnin- 
salz zeigt die Eigenschaften, die C. Newberg und O. Dalmer') fiir das 
Alkaloidsalz der auf dem genannten chemischen Wege_ bereiteten 
Verbindung angegeben haben. 

Damit ist der Beweis erbracht, daB durch einen biochemischen Vor- 
gang der Neubergsche Hexose-mono-phosphorsdure-ester gebildet werden 
kann. Man wird also mit seinem Auftreten mindestens tiberall dort 
rechnen miissen, wo vorher entstandenes Di-phosphat wieder um- 
gesetzt wird. Hiermit im Einklange steht die Garfahigkeit dieses 
Mono-esters (Newberg, 1. c.) sowie seine von O. Meyerhof*) festgestellte 
Eignung zur Bildung von Milchséure im Muskelextrakt. 


1) C. Newberg und O. Dalmer, diese Zeitschr. 181, 188, 1922. 
2) O. Meyerhof, ebendaselbst 178, 471, 1926. 
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Weitere Versuche mégen lehren, ob auch mit Phosphatasen anderer 
Herkunft als mit der aus Aspergillus oryzae die einseitige De-phosphory- 
lierung des Di-phosphats zu erzielen und die beweiskriftige Isolierung 
des Mono-phosphats méglich ist. (Mit chloroformierter Hefe erhalt 
man aus Di-phosphat Mono-phorsaure-ester; vorlaufig!) ist ungeklart, 
ob dieses durch partielle De-phosphorylierung oder durch Resynthese 
aus zuvor véllig de-phosphoryliertem Zucker geschieht.) 

Unentschieden ist bisher, ob der enzymatische Aufbau des Hexose- 
di-phosphats aus dem Neuhbergschen Ester gelingt'). Ein soleher ProzeB 
1aBt sich aber mit dem isomeren Hexose-mono-phosphorsture-ester von 
Robison verwirklichen. Bringt man diese Substanz in Gestalt des 
Natriumsalzes mit einer wisserigen Aufschwemmung von Unterhefe 
und Toluol zusammen, so volizieht sich eine Bildung von typischem 
Hexose-di-phosphat. Schon R. Robison®), ferner A. L. Raymond*) sowie 
A.J. Kluyver wid A. P. Struyk*) haben die Méglichkeit erwogen, daB 
der Mono-phosphorsaure-ester irgendwie als Vorstufe bei der Bildung 
des Di-phosphorsaure-esters fungiert. Dabei ergeben sich allerdings 
die Schwierigkeiten, daB, soweit bisher feststeht, der Robisonsche Ester 
ein Glucose-derivat, der Hexose-di-phosphorsadure-ester ein Fructose- 
derivat®) ist, und daB man fiir den Eintritt der Reaktion wesentliche 
strukturelle Umwandlungen im Hexosemolekiil unbedingt voraus- 
setzen muB. O. Meyerhof und K. Lohmann®) haben auf Grund des 
Gdr-verlaufes, den sie fiir den Robisonschen Mono-phosphorsaure-ester 
in Hefensaft erforscht haben, die Anschauung entwickelt, daB dieses 
Substrat zur Halfte de-phosphoryliert wird, wahrend die andcre Halfte 
di-phosphoryliert wird. Sie zieher. diesen SchluB aus der Beobachtung, 
daB im ersten Stadium der Garung die Kohlensaure-entwicklung von 
keiner Abspaltung von Phosphat begleitet ist; im Gegenteil fanden sie 
sogar eine Bindung von Phosphat, und zwar von solchem Phosphat, 
das als anorganisches Material im Hefensaft praformiert ist. Die Frage, 
ob tatsichlich das regulire Hexose-di-phosphat entsteht. ist in den 
Untersuchungen von Meyerhof wnd Lohmann offen geblieben bzw. 
nicht untersucht worden. Sie muBte gepriift werden, da die Autoren 
mit der Méglichkeit rechnen, daB ein labiles Hexose-di-phosphat auftritt 
und man nicht voraussagen kann, ob dieses zu dem bekannten Hexose- 
di - phosphorsaure - ester stabilisiert wird, um so weniger, als nach 


') Die Frage soll gepriift werden. 

2) R. Robison, Biochem. Journ. 16, 809, 1922. 

3) A. L. Raymond, Proc. Nat. Acad. of Sciences 11, 622, 1925. 

#) A. J. Kluyver und A. P. Struyk, Kon. Akad. van Wetensch. Amster- 
dam 29, 322, 1926. 

5) Vgl. hierzu W. Th. J. Mergan, Biochem. Journ. 21, 675, 1927. 

&) O. Meyerhof und K. Lohmann, diese Zeitschr. 185, 113, 1927. 
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Th. Brugsch und H. Horsters sowie G. Embden und M. Zimmermann die 
Zahl der von der Natur gelieferten Zuckerphosphate gréBer zu sein 
scheint. 

An Hand der Methode die wir kiirzlich zur vereinfachten Dar- 
stellung des durch Garung gewinnbaren Mono-esters angegeben haben’), 
ist es leicht, Hexose-mono-phosphat und Di-phosphat zu trennen. Die 
Schwierigkeit, die aus der Anwesenheit von anorganischem Phosphat 
erwichst, laBt sich dadurch beheben, daB man in verdiinnter Lésung 
und unter starker Kiihlung anorganische Phosphorsaure als Ammonium. 
Magnesium-phosphat durch Zugabe von Magnesia-mixtur entfernt, 
Dies Vorgehen ist deshalb méglich, weil im Gegensatz zu den anderen 
Erdalkalisalzen das Magnesiumsalz der Hexose-di-phosphorsaure unter 
den gewahlten Bedingungen vollkommen léslich ist. Nach der so vor- 
genommenen Beseitigung von Phosphationen kann man nach genauer 
Neutralisation mit Essigsiure das Hexose-di-phosphat in Gestalt der 
schwerléslichen Calciumverbindung in der Siedehitze ausfillen. Von 
anhaftenden Verunreinigungen wird das Calciumsalz dadurch getrennt, 
daB man es in kalter verdiinnter Essigsiéure list und nach Filtration 
durch Ammoniak genau neutralisiert, abermals filtriert und nunmehr 
durch Aufkochen wieder zur Abscheidung bringt. Das so erhaltene 
Salz hat bereits die richtige Zusammensetzung und weist auch das 
dem reinen Di-phosphat zukommende Drehungsvermégen auf. 

Damit ist gezeigt, daB tatsdchlich das typische Hexose-di- phos phat 
entstehen kann, wenn der Robisonsche Ester das Ausgangsmaterial ist. 
Ob dies auf dem Wege einer gekoppelten Reaktion geschieht dergestalt, 
daB jene beim Zerfall des Méno-esters frei werdenden Phosphationen 
auf ein anderes Molekiil desselben Esters iiberspringen und ihn dadurch 
zum Di-phosphat machen, bleibt unentschieden. Man muf in Betracht 
ziehen, und zwar besonders wegen der schon erérterten Konstitutions- 
verschiedenheit der zugrundeliegenden Sechskohlenstoff-zucker, da6 

sich die Reaktion nicht in dieser einfachen Form abspielt. 


Beschreibung der Versuche. 


A. Partielle enzymatische De-phosphorylierung von Zymo-di-phosphat zum 
Neuwherqschen Mono-ester. 
Versuch I. 
7,7 ¢ hexose-di-phosphorsaures Magnesium wurden in 200 cem Wasser 
gelést und mit einer filtrierten Lésung von I g Taka-diastase in 50 cem 
Wasser sowie 3ccm Toluol versetzt. Zur Orientierung iiber die vom 


Fermentpraparat abgegebene Phosphorsaiuremenge diente ein toluolisierter 


Ansatz von 0.2 ¢ Taka-Diastase in 50 cem Wasser. Die in verschlossenen 


1) C. Neuberq und J. Leibowitz, diese Zeitschr. 184, 489, 1927. 
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Glasstépselflaschen befindlichen Gemenge belieBen wir im Brutschrank 
bei 37°. In der Hauptlésung begann nach kurzer Zeit die Abscheidung 
von Magnesiumphosphat, dessen zundchst gelatinédse Masse allmahlich fein 
flockig wird. Wirbelt man den Niederschlag auf, so verteilt er sich sehr 
fein in der Fliissigkeit und setzt sich nur langsam wieder ab; daher war 
es mit einer fiir unsere Zwecke ausreichenden Genauigkeit méglich, durch 
Abpipettieren aliquote Teile zu entnehmen. Die Unterbrechung der 
Fermentwirking und die EnteiweiBung zum Behufe der Phosphorsaure- 
bestimmung kann nicht durch Erhitzen vorgenommen werden, da mit 
dem auskoagulierten EiweiB auch der ungeléste Anteil des Magnesium- 
phosphats abfiltriert werden wiirde. Wir lieBen daher die entnommenen 
Proben direkt in verdiinnte Trichloressigsaure einflieBen, die das Magnesium- 
phosphat lést und das Eiweif fallt. 

Die Phosphorbestimmungen wurden im Filtrat kolorimetrisch vor- 
genommen. Die angefiihrten Daten sind um den jeweiligen Betrag aus 
dem Blindversuch korrigiert. 





Zeit Freies P2 Os Freies P, Os in ‘ 
Stunden g des Gesamt-P, O; 
0 0 0 
24 0,45 16 
48 0,63 22 
72 0.65 23 


Nach 24 Stunden wurden 100 cem, nach 72 Stunden die noch restieren- 
den etwa 150cem der Fliissigkeit auf Barium-hexose-mono-phosphat 
verarbeitet. Die Proben wurden zuniachst im Wasserbad erhitzt, um das 
Ferment zu inaktivieren und in Lésung gegangenes Eiweif’ auszufallen. 
Die filtrierten Fliissigkeiten wurden mit einer gesaéttigten Calciumacetat- 
lésung versetzt, aufgekocht und in der Siedehitze vom ausgefallenen Nieder- 
schlage abfiltriert. Die auf dem Filter zuriickgebliebene Substanz wurde 
mit wenig siedendem Wasser ausgewaschen und das mit dem Waschwasser 
vereinigte Filtrat nach dem Erkalten und nétigenfalls nach dem Einengen 
mit Bleiessig gefallt. Hierbei war die nicht unbetrachtliche Léslichkeit 
des basischen Pb-Salzes in iiberschiissigem Bleiessig zu beriicksichtigen, die 
bei den geringen Substanzmengen zu starken Verlusten fiihren kann. 
Der Bleiniederschlag wurde nach dem Absetzen abzentrifugiert, in Zentri- 
fugenbechern dreimal mit destilliertem Wasser nachgewaschen und _ hier- 
nach in wiasseriger Suspension durch einen Schwefelwasserstoffstrom 
zerlegt. Die vom Schwefelblei abfiltrierte und durch einen Luftstrom von 
H,S befreite Fliissigkeit wurde mit warmem Barytwasser bis zur Rétung 
von Phenolphthalein versetzt. Nach dem Einleiten von Kohlendioxyd 
wurde die Fliissigkeit im Vakuum auf 50 cem eingeengt. Hierbei schieden 
sich geringe Mengen Ba-Salz ab, die abfiltriert wurden; aus dem Filtrat 
konnte durch kurzes Aufkochen noch etwas BaCO, (aus dem in Lésung 
gegangenen Bicarbonat stammend) entfernt werden. Aus der nunmehr 
reineren Ba-Salz-lésung wurde nochmals in derselben Weise das basische 
Blei-Salz dargestellt und wieder in das Barium-Salz iibergefiihrt. SchlieBlich 
lieBen wir die auf etwa 50 cem eingeengte Lésung in 100 cem Alkohol ein- 
flieBen, zentrifugierten den Niederschlag ab, wuschen ihn mit 75° ,igem 
sowie mit absolutem Alkohol aus und trockneten ihn im Vakuumexsikkator 
iiber Chlorcalcium. Die so gewonnenen Priaparate waren in kaltem und 
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.eiBem Wasser klar léslich; die Lésungen gaben auf Zusatz von Magnesia- 
mixtur keine Fallung. Ausbeute aus der ersten Probe 0,2 g, aus der zweiten 
0,4 g. 

Fiir die Analyse und Drehungsbestimmung ist die Substanz im Hoch- 
vakuum iiber P,O,; bei 78° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet worden. 

0,4060 g Ba-Salz (entsprechend 0,2671 g Saéure) wurden in 2,05 cem 
n HCl gelést und auf 10,0 cem aufgefiillt (c 2.67). Drehung im 2-dem- 
Rohr + 0,11°; [a]p + 21°. 

Diese Lésung diente fiir die Ba- und P-Bestimmung; zur Ausfiihrung 
der letzteren wurde ein Teil der Fliissigkeit zur Trockne eingedampft und 
der Riickstand mit Soda-Salpeter aufgeschlossen. 

Aus 2,0 cem (entsprechend 0,0812 g Ba-Salz) wurden 0,0473 g BaSO, 
und aus 5,0 cem (entsprechend 0,2030 g Ba-Salz) wurden 0,0515 ¢ Mg, P,O, 
erhalten. 
C,H,,0,P Ba. Ber.: 34,7°% Ba, 7,8°% P; 

gof.: 34.3% Ba, 7,1% P. 


Reduktionsvermégen: 2 ecm der Lésung (enthaltend 0,0812 g Ba-Salz 
bzw. 0,0370 ¢g Hexose) wurden mit 0,41 cem n NaOH neutralisiert und auf 
ihr Reduktionsvermégen nach Auerbach-Bodlander gepriift: Jodverbrauch 
0,95cem n/10 J, entsprechend 8,5 mg Aldose 23°, des Reduktions- 
vermégens der aquivalenten Glucosemenge. 


Versuch II. 
15,4 ¢ Magnesium-hexose-di-phosphat wurden mit 3g Taka-Diastase 
in 300cem Wasser in Gegenwart von 3cem Toluol bei 37° auf dieselbe 
Weise behandelt. 
Verlauf der Spaltung: 








Zeit Freies P2 Os Freies P.O, in 
Stunden g des Gesamt-P, Os; 
0 0 0 
63 1.65 29 
86 1,75 31 


Bei der Aufarbeitung des ganzen Versuchs wurden schlieBlich 2,3 ¢ 
reines Bariumsalz der Hexose-mono-phosphorsdure gewonnen. 

0,2340 g Ba-Salz wurden in 5,0cem Wasser gelést.  [a]p 2,3° 
(a + 0,119. c = 4,68, 1 1). 

3,0cem dieser Lésung dienten nach dem Eindampfen und Verschmelzen 
mit Soda-Salpeter zur Phosphorbestimmung; sie lieferten 0,0361 ¢ Mg, P,O, 

7,2% P. 

0.3192 g Ba-Salz (entsprechend 0.2100 g Saure) wurden in 1,62 cem 
n HC! gelést und auf 10,0 cem aufgefiillt. 


lalp + 4,5° (a + 0,19°, ¢ 2,10, 1 2). 

Bei der Bariumbestimmung lieferten 3,0 cem dieser Lésung 0,0559 ¢ 
BaSO, = 34,4°, Ba. 

0,0950 g Ba-Salz verbrauchten bei der Reduktionsbestimmung nach 
Auerbach-Bodldnder 1,20cem n/10 J, entsprechend 10,83 mg  Aldose. 
Reduktionsvermégen 24,9°, der aquivalenten Glucosemenge. 
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Wir lassen eine Zusammenstellung der Angabe der Literatur iiber di: 
Drehwerte des Neubergschen Esters (als Ba-Salz und als freie Saure) folgen 





Ba-Salz Saure Autor 

+ 2,9° Neuberg und Dalmer 
0.4 T 1,5° Robison 

+ 0,8 2.5 Meyerhof und Lohmann 
2.3 + 2.1 Neubestimmung 


Von diesen Werten diirfte die von Neuberg und Dalmer angegeber 
Drehung des Ba-Salzes die zuverlassigste sein, da sie an einem iiber das 
kristallisierte Strychninsalz gereinigten Priparat ermittelt wurde. Mit 
diesem Wert stimmt auch der von uns gefundene am besten iiberein. 

Bemerkt sei, daB aus dem Kontrollansatz kein Mono-phosphorsaure- 
ester isoliert werden konnte, so da®B eine Entstehung aus eventuell vor- 
handenen Kohlenhydraten des Fermentpraparates nicht in Betracht kommt. 

Hexose-mono-phosphorsaures Strychnin. 12g Ba-Salz wurden in 
50 cem Wasser gelést und mit einer heiBen Lésung von 2,5 g Strychnin- 
sulfat in etwa 1l00ccem 40°, igem Alkohol versetzt. Nach kurzem Erwarmen 
auf dem Wasserbade lieBen wir erkalten, zentrifugierten vom Bariumsulfat 
ab und dunsteten die Lésung, die noch etwas Ba-Ionen enthielt, zur Trockne 
ein. Der Riickstand wurde in Alkohol aufgeschlammt, die Suspension 
erwarmt und tropfenweise mit Wasser bis zur Auflésung der Hauptmenge 
versetzt. Aus der filtrierten Lésung schied sich das Alkaloidsalz beim 
Einengen kristallinisch aus. Es wurde nochmals in derselben Weise 
umkristallisiert, dann abgesaugt, mit verdiinntem und absolutem Alkohol 
und mit Ather gewaschen und an der Luft getrocknet. In diesem Zustande 
enthalt es nach Neuberqg und Dalmer 5 Mol. Kristallwasser. 


0,1756 ¢ Strychninsalz wurden in 5,0 cem Alkohol + 5,0 cem Wasser 
gelést. 

[a]p 30,5° (¢ 1,756, 1 2, a 1,07°); Neuberg und Dalmer 
geben an: [a]p 30,7°. 


£,0 cem dieser Lésung (eathaltend 0,1405 g Trockensubstanz) wurden 
zur Trockne eingedampft. Dieser Riickstand diente nach dem Aufschlu® 
mit Soda-Salpeter zur Phosphorbestimmung. Es wurden 0,0141 g Mg, P,O, 
erhalten. 
(C., Haz N2 02). - CeH,30,.P + 5 H,O. 
Ber.: P 3,0%, gef.: 3,8%. 


Auch aus den Eigenschaften des Strychninsalzes geht die Identitat 
der durch biochemischen und chemischen Abbau bereiteten Substanzen 
hervor. 


B. Gewinnung von Hexose-di-phosphat aus dem Robisonschen Mono-ester 
durch Hefenenzym. 


Zu einer Lésung des Na-Salzes von Robisons Hexose-mono-phosphat 
(aus 15,8g Ba-Salz durch Umsetzung mit Na,SO, bereitet) in 250 cem 
Wasser wurden 25 g frische untergarige Bierhefe der SchultheiB-Patzenhofer- 
Brauerei und 10 cem Toluol gegeben. Die erst nach mehreren Stunden 
einsetzende Kohlendioxydentwicklung war schwach. Temperatur 37°. 

Fiir die Phosphorbestimmungen wurden von Zeit zu Zeit Proben ent- 
nommen, durch Erhitzen im Wasserbade enteiweiBt und kolorimetrisch 


untersucht. 
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In einem Parallelversuch waren 25g Unterhefe in 250 cem Toluol 
wasser suspendiert; die bei 37° abgespaltenen Phosphorsiuremengen sind 
als Korrektur von den Werten des Hauptversuches abgezogen. 
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Stunden mg des Gesamt-P, O; 





































) a 0 
2 193 6.8 
»ben: 6 710 25,9 
> des 21 1382 7 
Mit 
Nach 2 Stunden wurden 50ccm, nach 6 Stunden l0Ocem, nach 
jure. 24 Stunden der gesamte Rest (etwa 100 ccm) auf Hexose-di-phosphat 
vor- verarbeitet. Hierzu wurde der entnommene Anteil zunichst im Wasserbade 
amt. erhitzt und zentrifugiert. Die enteiweiBte Fliissigkeit wurde in Eis mit 
| in Magnesiamixtur versetzt und nach einigen Minuten filtriert. Wir iiber- 
nin- zeugten uns durch einen Kontrollversuch, daB beim reinen Zymophosphat 
men eine Phosphorséiure-abspaltung durch die ammoniakalische Magnesia- 
Ifat mixtur unter diesen Bedingungen erst nach 15 bis 20 Minuten gerade 
kne merklich wurde. Zu dem Filtrat gaben wir einen Tropfen Phenolphthalein 






und tropfenweise verdiinnte Essigsiure bis zur Entfarbung. Zu dieser 







ion e , : ; 
nage Fliissigkeit, die gegen Lackmus neutral bis ganz schwach alkalisch reagierte, 
Yim fiigten wir Ca-Acetat und kochten auf. Die Fallung wurde in der Siedehitze 






abfiltriert und mit siedendem Wasser nachgewaschen. Zur Reinigung 
wurde das Rohprodukt in verdiinnter Essigséiure gelést, die Lésung von 
einer geringen Triibung abfiltriert, abgekiihlt, mit Phenolphthalein und 
mit verdiinntem Ammoniak bis zur schwachen Rétung versetzt, filtriert, 
nach Zusatz eines Tropfens Essigsiure aufgekocht und wieder filtriert. 



















” Der Niederschlag wurde mit heiBem Wasser, dann mit Alkohol gewaschen 
sa und im Vakuumexsikkator iiber H,SO, getrocknet. 
Diese Arbeitsweise fiihrt zu sehr reinen Praparaten von hexose-di- 
27) phosphorsaurem Calcium, ist jedoch ziemlich verlustreich. So erhielten 
3 wir aus der weiter unten beschriebenen dritten Probe zunachst 1,1 ¢ Roh- 
de calciumsalz, in dem lediglich Spuren anorganischen Phosphats nach- 
weisbar waren; nach dem Umfallen aus Essigsiure wurden nur 0,6 g¢ wieder 
gewonnen. Somit kénnen die erhaltenen Ausbeuten nicht als ein MaB der 
wahrscheinlich viel betrichtlicheren Diphosphatbildung angesehen werden. 
t Die Ausbeuten an reinem Ca-Salz aus den beiden ersten Proben waren 
‘ so gering, daB wir uns begniigen muBten, das Praparat schlieBlich vom 


Filter mit verdiinnter Essigséure abzulésen, die Fliissigkeit in der Siede- 
hitze mit Ammoniumoxalat zu fallen und das Calcium titrimetrisch zu 
bestimmen. Es wurden verbraucht: bei der ersten Probe 4,2 cem n/10 
KMnO,, entsprechend 8,4mg Ca, die 43,6 mg Ca-hexose-di-phosphat 
anzeigen, und bei der zweiten Probe 13,9 cem n/10 K MnQ,, die 27,8 mg Ca 
entsprechen und 144,3 mg Ca-hexose-di-phosphat aquivalent sind. 

Aus der dritten Probe konnten, wie erwahnt, 0,6 ¢ reines Ca-Salz in 
Substanz isoliert werden. Sie wurde iiber P,O, im Hochvakuum bei 78° 
zur Gewichtskonstanz gebracht. 


0,3339 g Ca-Salz (entsprechend 0,2729 g Saure) wurden in 3,22 ccm 


n HC! gelést und auf 10,0cem aufgefiillt. [a]p + 3,0° (a + 0,16°, 
ce = 2,73, 1 = 2). 
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Fiir reine Hexose-di-phosphorsaure wird angegeben: [a]p 3.4 
(Harden und Young') bzw. + 3,5° (Neuberg, Fdrber, Levite und Schwenk?) 


3,0 com der Lésung wurden mit Na-Acetat sowie Essigséure versetzt 
und mit Ammoniumoxalat gefallt. Das Calcium wurde nach dem Auflésen 
des Niederschlages in Schwefelsaure titrimetrisch ermittelt: Verbrauch an 
n/10 KMnO, 9,4 ecm, entsprechend 18,8 mg Ca. 

5,9 com derselben Lésung lieferten nach dem Eindampfen und Schmelzen 
mit Soda-Salpeter-Mischung bei der Phosphorbestimmung 0,0904 g¢ Mg, P,O,. 

0,2305 ¢ Ca-Salz ergaben 0,1434 ¢ CO, und 0,0648 g H,O. 

C,H,,0,,P,Ca,. Ber.: Ca 19,2%, P 14,9%, C 17,3%, H 2,5%; 

gef.: Ca 18,8%, P 15.1%, C 17,1%, H 3,1%. 


Im substratfreien Parallelversuch war kein Diphosphat nachweisbar. 
Somit scheiden die Hefenkohlenhydrate als Quelle des im Hauptversuch 
gebildeten Diphosphates aus. 


1) A. Harden, Aleoholic Fermentation, 3. Aufl., S. 50, 1923. 
2) ©. Newberg, E. Fdrber, A. Levite, E. Schwenk. diese Zeitschr. 838, 
244, 1917. 
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